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Les serps 
Les serps pertanyen al subordre Serpentes dins l’ordre dels Squamata 
i, juntament amb els llangardaixos, conformen la classe Reptilia. Les 
al voltant de 3.150 espècies de serps identificades han aconseguit 
colonitzar un ampli ventall d’hàbitats de tot el món, excepte a Alaska i 
el nord de Canadà al continent americà, Groenlàndia, Islàndia, Irlanda 
i l’extrem nord d’Escandinàvia i Rússia a Euràsia, i l’Antàrtida i Nova 
Zelanda al sud (Figura 1). El coneixement de les relacions 
filogenètiques d’aquestes espècies esdevé una part vital en diferents 
àrees de la biologia com genètica de poblacions, ecologia o 
taxonomia. En aquest sentit, la classificació taxonòmica de les serps 
ha estat revisada diverses vegades en els últims anys [1–6] i esdevé un 
continu motiu de debat i conflicte (Figura 2). La dificultat d’obtenció 
de mostres o la consideració de dades moleculars, morfològiques i 
ecològiques entre altres factors, ha modificat classificacions prèvies 
fins al punt que estimacions filogenètiques d’institucions públiques 
internacionals com l’Integrated Taxonomic Information System 
(www.itis.gov), organisme creat l’any 1996 amb l’objectiu de 
subministrar informació consistent i fiable sobre la taxonomia de les 
espècies biològiques, difereixen de les que ofereixen bases de dades 
més especialitzades com la Reptile Database [7], base de dades 
mantinguda per Peter Uetz considerada de referència i actualitzada 
aproximadament cada 3 mesos. 
Tanmateix, el clade Colubroidea inclou a més de dues terceres parts 
de les espècies de serps actuals, constituint un dels grups de vertebrats 
més divers i amb major èxit evolutiu que inclou, entre altres, les 
aproximadament 600 espècies de serps verinoses, la majoria de les 
quals pertanyen a les famílies Elapidae i Viperidae. Dins d’aquesta 
darrera família, cal destacar dues subfamílies com són els escurçons 
(de l’anglès viper) pertanyents a la subfamília Viperinae i els cròtals 
(de l’anglès pit viper), pertanyents a la subfamília Crotalinae. Els 
membres d’aquesta darrera subfamília constitueixen els únics 
membres de la família Viperidae que podem trobar al continent 
americà. 
La herpetofauna de Costa Rica, a la qual pertanyen les espècies 
caracteritzades en aquest treball, inclou 138 espècies de serps 
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diferents, de les quals 22 són verinoses: 16 cròtals i 6 elàpids (5 
terrestres pertanyents al gènere Micrurus i una marina, Pelamis 
platura) [8]. 
 
 
 
 
Figura 1. Distribució mundial del subordre Serpentes. Distribució d’espècies 
terrestres i marines de les serps. Veure el text per més informació. (Imatge 
obtinguda sota llicència Wikimedia Commons) 
 
Des del punt de vista molecular la caracterització de les serps s’ha 
abordat, tal i com veurem més endavant, amb tècniques 
transcriptòmiques i proteòmiques, i només existeixen els esborranys 
dels genomes de dues espècies de serps, de les quals només una 
d’elles és verinosa [9]. A data de redacció d’aquesta tesi, l’abundància 
de dades referents a la família Viperidae al GenBank, del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI, 
www.ncbi.nlm.nih.gov), és de 16.700 seqüències de proteïnes, 58.127 
seqüències de nucleòtids i 49 experiments amb dades provinents de 
Seqüenciació de Nova Generació depositades a la base de dades SRA 
(Sequence Read Archive) de 271 espècies de serps diferents. 
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Figura 2. Filogènia de la superfamília Colubroidea. Modificacions successives 
del clade Colubroidea han posat de manifest la dificultat de classificació d’aquesta 
superfamília. (Imatge cedida per Stephen Mackessy des de [10]) 
 
Els verins 
Estrictament, el verí pot ser definit com una secreció produïda en unes 
glàndules especialitzades i injectada a la presa mitjançant un aparell 
inoculador [11]. Tanmateix, la definició de “verí” està subjecta 
actualment a dues tendències diferenciades: una funcional segons la 
qual el verí és un compost tòxic injectat a la presa o al depredador que 
causa la seva mort o incapacitació ràpida, i una altra que busca 
acomodar o prioritzar evidències evolutives en la seva definició. 
Ambdues postures condueixen, inevitablement, a una categorització 
diferent dels animals verinosos i al diferent plantejament de qüestions 
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pel que fa la funció de les secrecions i la seva evolució, així com 
diferents plantejaments en la recerca farmacèutica [12]. 
Sigui com sigui, aquest verí suposa un complex còctel de compostos 
bioactius format en un 90% per unes poques famílies de proteïnes i 
pèptids, i un 10% de diferents components orgànics i inorgànics com 
sal, sucres, poliamines i neurotransmissors, que interfereix els 
processos fisiològics o bioquímics normals per tal de facilitar la 
captura de la presa o la defensa de l’animal productor. En aquest 
sentit, el verí actua com a element clau en la depredació per part de 
determinats organismes com llangardaixos, aranyes, escorpins, serps, 
insectes, cefalòpodes, gasteròpodes i cnidaris, mentre que suposa una 
adaptació defensiva en altres organismes com peixos, equinoderms i 
altres tipus d’insectes [13]. Aquesta diversitat taxonòmica al llarg de 
diferents fílums resalta la importància del verí com a una innovació 
evolutiva en el regne animal. Més concretament, la funció verinosa és 
considerada una innovació clau en el clade Toxicofera (del grec 
‘aquells que poseeixen verí’), que inclou les espècies pertanyents al 
subordre Serpentes, el subordre Iguania i l’infraordre Anguimorpha, i 
que va permetre la seva diversificació ecològica i el seu èxit evolutiu. 
L’origen de la funció verinosa en aquest clade apareix com un 
fenòmen únic fa aproximadament 170 milions anys [14, 15], cosa que 
va suposar una adaptació que va permetre la transició d’un mode 
mecànic (constricció) a un mode químic (verí) de matar i ingerir les 
preses en afectar als seus sistemes vitals amb l’alteració de funcions 
enzimàtiques crítiques i canals iònics. 
Composició 
L’evolució de les serps és, per tant, un procés íntimament lligat a 
l’evolució de la composició del verí, una marca de la història 
evolutiva. L’estudi del verí podria suposar, així, un valor taxonòmic 
[16] a més dels evidents beneficis clínics i de recerca, oferint una visió 
única de determinats camps de la biologia com la farmacologia (en el 
disseny de nous fàrmacs), la immunologia, la biologia estructural i 
l’ecologia, constituint models únics per a l’estudi de processos 
evolutius, tal i com veurem més endavant. 
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Els verins de les serps pertanyents a la família Viperidae, contenen 
proteïnes que interfereixen la cascada de coagulació, el sistema 
hemostàtic i la reparació de teixits [17, 18]. Aquestes proteïnes 
pertanyen a unes poques famílies de toxines multigèniques, que 
inclouen enzims i proteïnes sense activitat enzimàtica. L’abundància 
relativa d’aquestes proteïnes presenta una elevada variabilitat a nivell 
de gènere, d’espècie, poblacional i, inclús, una variabilitat relacionada 
amb l’estadi de desenvolupament de l’organisme (ontogenètica). 
Aquesta elevada variabilitat, juntament amb l’existència d’una gran 
varietat d’isoformes de cada família proteica, contribueix a la 
complexitat de la composició del verí i a la diversitat dels efectes 
biològics observats, descrits fa més de 20 anys per herpetòlegs i 
toxinòlegs [19]. Diferents treballs han intentat vincular aquesta 
variabilitat a la dieta [20–23] i també a mecanismes implicats en el 
control transcripcional i traduccional [24]. Sigui com sigui, diferents 
mecanismes evolutius participen en la creació d’aquesta diversitat de 
toxines [25]. Així, tot i que l’alteració en l’estructura de determinats 
dominis de gens de toxines o el seu empalmament alternatiu (de 
l’anglès Alternative splicing) poden participar en la generació de 
noves toxines, la duplicació gènica seguida d’una divergència 
funcional és la principal font de creació de diversitat molecular en el 
que es coneix com un procés de “naixement i mort” (de l’anglès Birth 
and Death) [26]. D’aquesta manera, la duplicació crea una 
redundància que permet a la còpia gènica ser expressada de forma 
selectiva a la glàndula del verí, escapant així de la selecció negativa i 
evolucionar cap a una nova funció, mantenint uns nivells elevats de 
variabilitat en les proteïnes del verí com una part essencial de 
l’adaptació de les serps a diferents preses i diferents ecosistemes [14, 
27]. Aquesta evolució de les diferents famílies de toxines del verí va 
sovint acompanyada d’una evolució accelerada [28, 29] 
(principalment dels residus exposats a la superfície de la proteïna) a 
través d’una selecció positiva [30]. En aquest sentit, la selecció 
positiva sembla ser un mecanisme de neofuncionalització estès en la 
majoria d’organismes verinosos incloent serps, aranyes, escorpins i 
espècies del gènere Conus, on les substitucions no sinònimes 
d’aminoàcids són més nombroses que les substitucions sinònimes en 
els fragments codificants del gen, cosa que permet a diferents famílies 
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de toxines com les Fosfolipases A2 (PLA2) ([31]) i les Lectines tipus 
C (CTL) ([32]) presentar diferents activitats biològiques com per 
exemple, miotoxicitat, cardiotoxicitat, neurotoxicitat i activitats anti- i 
procoagulants. 
En els següents apartats intentarem descriure breument aquelles 
proteïnes del verí amb activitat enzimàtica i sense, que juguen un 
paper fonamental en els transcriptomes analitzats en el present treball. 
 
Proteïnes amb activitat enzimàtica 
 
Metaloproteases del verí de les serps 
 
Les metaloproteases del verí de les serps (SVMPs, de l’anglès Snake 
Venom MetalloProteinases) són proteïnes multidomini depenents de 
Zn2+, d’una mida aproximada d’entre 20 i 100 kDa que, juntament 
amb les ADAM cel·lulars (de l’anglès A Disintegrin And 
Metalloprotease), s’inclouen dins de la subfamília M12 (reprolisines) 
de les metaloproteases [33]. De fet, es considera que les SVMPs van 
evolucionar a partir de les ADAMs [34] com a resultat de la pressió 
adaptativa sobre les serps com a estratègia de divergència funcional tal 
i com s’ha comentat anteriorment [14]. 
L’existència de les SVMPs ja va ser descrita a la dècada dels 60 del 
segle passat [35], i actualment, es consideren unes toxines clau en la 
patogènesi (local i sistèmica) observada en l’enverinament causat per 
membres de la família Viperidae, arribant a constituir fins a un 32% 
de les proteïnes del verí [36]. 
La majoria de les activitats funcionals associades amb les SVMPs 
estan vinculades amb la disrupció de l’hemostàsia per degradació de 
diferents components de la matriu extracel·lular de les cèl·lules 
endotelials dels capil·lars, produint, en darrer terme, hemorràgia i 
danys a la regeneració muscular com a conseqüència dels efectes 
sobre el sistema vascular. També s’han descrit altres funcions 
relacionades amb les SVMPs que impliquen la inhibició de 
l’agregació plaquetària, apoptosi i inflamació. 
Des del punt de vista molecular, les diferents SVMPs existents es 
diferencien, essencialment, en la seva mida, condicionada per 
l’existència o no de determinats dominis proteics. D’aquesta manera, 
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tal i com podem observar a la Figura 3, les SVMPs es classifiquen 
estructuralment en 3 tipus diferents: les PI, les PII i les PIII, podent 
aparèixer de forma simultània en el mateix verí, constituint un tret 
diferencial de cada verí. Tot i que la presència o absència de 
determinats dominis no és una característica de la capacitat 
hemorràgica del verí, en general, les PIII han demostrat ser la més 
potent de les 3 classes. 
 
 
 
 
Figura 3. Classificació estructural de les Snake Venom Metalloproteinases. Dins 
de les 3 classes majoritàries, les diferents subclasses apareixen en funció del 
processament proteolític. (Imatge obtinguda de [36]) 
 
Fosfolipases A2 
 
Les Fosfolipases A2 (PLA2, E.C.3.1.1.4) catalitzen la hidròlisi dels 
glicerofosfolípids donant lloc a lisofosfolípids i àcids grassos. Es 
classifiquen en 15 grups diferents en funció de diferentes paràmetres 
com estructura, seqüència d’aminoàcids, activitat catalítica i 
expressió, que s’agrupen en 4 categories principals com són les 
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fosfolipases secretades (sPLA2), les citosòliques (cPLA2), les Ca2+-
independents (iPLA2) i les acetil-hidrolases del factor activador de 
plaquetes (PAF-AH) [37]. 
En mamífers, les PLA2 juguen un paper fonamental en determinats 
processos cel·lulars com transducció del senyal o manteniment de la 
membrana entre d’altres. Tanmateix, també són unes de les toxines 
més potents dels verins de serps, escorpins, abelles i llangardaixos, on 
resulten essencials per a la immobilització i digestió de la víctima, 
amb múltiples efectes farmacològics com neurotoxicitat, miotoxicitat, 
efectes anticoagulants i activitat hemolítica entre d’altres. Aquesta 
diversitat d’activitats va evolucionar a partir d’un procés de 
neofuncionalització d’una PLA2 no tòxica, tal i com hem vist 
anteriorment en el cas de les SVMPs. 
Segons la seqüència d’aminoàcids, estructura tridimensional i patró de 
ponts disulfur, les PLA2 del verí de les serps pertanyen als grups I 
(serps del Vell Món, majoritàriament de la família Elapidae) i al grup 
II (serps del Nou Món, majoritàriament de la família Viperidae). Els 
enzims pertanyents a aquest darrer grup estan formats per 120 – 125 
aminoàcids amb 14 cisteïnes que formen 7 ponts disulfur i estan 
subdividits alhora en base a la seva expressió específica de teixit tal i 
com podem veure a la Taula 1. 
 
II A Trobada al líquid sinovial humà, al verí de les serps de 
cascavell i dels escurçons de la família Viperidae 
II B Trobada al verí de l’escurçó del Gabon (Bitis gabonica) 
II C Trobada als testicles de rata/ratolí 
II D Trobada al pàncrees i melsa humà/ratolí 
II E Trobada a cervell, cor i úter humà/ratolí 
II F Trobada a l’embrió i testicles de ratolí 
 
 
Taula 1. Classificació de les PLA2 II. (Taula modificada de [38]) 
 
Les PLA2 que trobem al verí de les serps pertanyents a la família 
Viperidae (PLA2 IIA) es classifiquen en diferents subgrups segons 
l’aminoàcid existent a la posició 49. El residu existent en aquest centre 
actiu d’unió al Ca2+ determinarà la capacitat hidrolítica de la proteïna, 
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podent diferenciar entre PLA2 Asp49 i els anomenats homòlegs PLA2 
(K49, S49,N49 i R49). 
 
L-aminoàcid oxidases 
 
Les L-aminoàcid oxidases (LAAO, E.C.1.4.3.2) són unes 
glicoproteïnes d’unió a FAD- (flavin adenina dinucleòtid) o FMN- 
(flavin mononucleòtid) que catalitzen la desaminació oxidativa d’un 
ampli ventall de L-aminoàcids per formar el corresponent α−cetoàcid, 
amoni i peròxid d’hidrògen, responsable últim de la majoria d’efectes 
biològics atribuïbles a les LAAOs. Les flavines de les LAAOs són les 
responsables del color groc del verí de les serps i contribueixen a la 
toxicitat del verí a través de l’estrès oxidatiu derivat de la producció 
de peròxid d’hidrògen. 
Les LAAOs estan àmpliament distribuïdes en bactèries, fongs i 
plantes, tot i que els verins de les serps són, probablement, una de les 
fonts més riques d’aquests enzims, i han estat objecte d’estudis 
biomèdics per la seva activitat antimicrobiana, anticoagulant, 
inductora / inhibidora de l’agregació plaquetària i inductora de 
l’apoptosi cel·lular [39]. 
 
Serines Proteases 
 
Les serines proteases del verí de les serps (SVSPs, de l’anglès Snake 
Venom Serine Proteinases) comprenen un ampli grup d’enzims d’una 
mida aproximada de 30 kDa, que catalitzen reaccions implicades en la 
cascada de coagulació, el sistema del complement, el sistema 
fibrinolític i l’agregació plaquetària entre d’altres. Són proteïnes que 
pertanyen a la família S1 de les peptidases que es troben presents tant 
en procariotes com eucariotes, que poden arribar a representar fins el 
20% de les proteïnes presents al verí de les famílies Viperidae, 
Crotalidae, Elapidae i Colubridae. Tal i com succeeix en el cas de les 
SVMPs i les PLA2, la diversitat de farmacologia associada a aquests 
enzims és el resultat d’una duplicació gènica seguida d’evolució 
accelerada. 
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Es caracteritzen per un mecanisme catalític comú en el qual participen 
un residu de serina altament reactiu estabilitzat per la presència d’un 
residu d’histidina i un aspàrtic en el centre actiu. 
Els desordres de la coagulació poden tenir lloc en diferents nivells de 
la cascada de coagulació, però entre els verins dels rèptils, el 
fibrinògen n’és la diana principal. D’entre les mútiples funcions de les 
SVSPs, la depleció del fibrinògen per les anomenades TL-SVSPs (de 
l’anglès, Thrombin-like Snake Venom Serine Proteinases) n’és una de 
les més ben estudiades [40].  
 
Nucleases, nucleotidases i fosfomonoesterases 
 
Diferents enzims hidrolítics com DNAses, RNAses, fosfodiesterases i 
nucleotidases entre d’altres, estan presents en pràcticament tots els 
verins de serps, l’activitat farmacològica dels quals no ha estat encara 
ben caracteritzada, podent presentar activitats específiques solapants 
entre ells. L’aparent manca d’interès per part de la comunitat 
científica en aquests enzims rau en el fet que, probablement, 
participen només en processos de digestió i no són, per tant, tòxics.  
Les nucleases són enzims que actuen sobre els àcids nuclèics. En el 
verí de les serps trobem tant endonucleases com exonucleases. El 
primer tipus, ja descrit per Delezenne i Morel l’any 1919, inclou les 
DNAses (E.C. 3.1.21.1) i les RNAses (E.C.3.1.21.-) en funció de 
l’especificitat per un tipus o altre de material genètic, mentre que les 
exonucleases inclouen les fosfodiesterases (E.C.3.1.4.1), enzims que 
catalitzen la hidròlisi d’RNA i de DNA indistintament. 
Per la seva banda, les nucleotidases més àmpliament estudiades són 
les 5’-nucleotidases (E.C.3.1.3.5), enzims d’entre 73 i 100 kDa que 
catalitzen la hidròlisi del fosfat esterificat al carboni 5’ de la ribosa i 
desoxiribosa dels nucleòtids. La seva presència al verí de les serps ja 
va ser descrita per Gulland i Jackson l’any 1938 [41] i des de llavors 
s’ha trobat en nombroses espècies, sent més abundant en verins de 
vipèrids que en elàpids. Existeix una evident mancança d’informació 
de l’activitat biològica de les 5’-nucleotidases en el verí de les serps, 
però determinats estudis semblen apuntar a la inhibició de l’agregació 
plaquetària. 
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De la mateixa manera, el verí conté enzims que poden degradar 
ràpidament l’ATP alliberat per determinades miotoxines a adenosina: 
són les ATPases i ADPases, enzims que participen en processos 
d’alliberament d’aquestes purines endògenes, potenciant la hipotensió 
i paràlisi induïda pel verí [42, 43]. L’avantatge evolutiva d’expressar 
en el mateix verí miotoxines i nucleotidases és, doncs, evident. 
Finalment, les fosfomonoesterases són enzims que catalitzen la 
hidròlisi no específica dels èsters de fosfat i ja van ser descrits al verí 
de les serps l’any 1932 per Uzawa. Són enzims dividits en dues 
classes com són les fosfomonoesterases àcides i les 
fosfomonoesterases alcalines, sent aquesta darrera classe la més 
àmpliament distribuïda en els verins de les serps. Actualment no 
existeix informació de l’aïllament i caracterització de l’activitat 
biològica de les fosfomonoesterases del verí de les serps, tot i que el 
mateix enzim en el verí de les abelles és considerat un al·lèrgen i un 
potent alliberador d’histamina en basòfils humans. 
 
Glutaminil ciclases 
 
Les Glutaminil ciclases (GC, E.C.2.3.2.5) són aciltransferases de 33-
40 kDa altament conservades des de llevats fins a humans que 
catalitzen la ciclació d’un residu de glutamina a l’extrem N-terminal 
en el processament de nombroses proteïnes com a mesura de 
prevenció davant l’acció d’exopeptidases [44]. Les GC han estat 
identificades en diferents proteomes de membres de la família 
Viperidae [45], on probablement juguen un paper fonamental en la 
biosíntesi de determinats pèptids hipotensius i inhibidors endògens de 
les metaloproteases. Així, les GC podrien no actuar com a toxines per 
elles mateixes, sinó participar en el processament post-traduccional de 
determinades toxines per tal d’aconseguir la conformació adequada o 
en la seva protecció de l’autodegradació. 
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Proteïnes sense activitat enzimàtica 
 
Pèptids natriurètics i potenciadors de la bradiquinina 
 
Els pèptids potenciadors de la bradiquinina (BPPs, de l’anglès 
Bradykinin potentiating peptides) són uns oligopèptids rics en prolina 
que inhibeixen l’enzim convertidor de l’angiotensina (ACE, 
E.C.3.4.15.1), una metalopeptidasa de la membrana de les cèl·lules 
endotelials que participa en la regulació de l’homeòstasi 
cardiovascular de l’organisme per la seva participació en dues rutes 
metabòliques diferents: per una banda, l’ACE catalitza la conversió 
d’angiotensina I en angiotensina II, un potent vasoconstrictor, i, per 
altra banda, metabolitza la bradiquinina inactivant una via metabòlica 
que podria conduir a un xoc hipotensiu. De fet, la importància de 
l’ACE en la regulació de la pressió sanguínia ja va descrita per 
Ferreira i col·laboradors, senyalant l’enzim com una potencial diana 
terapèutica [46]. D’aquesta manera, els BPP prevenen l’efecte 
hipertensiu de l’angiotensina II i potencien l’efecte hipotensiu de la 
bradiquinina circulant. Es troben àmpliament descrits en els verins de 
múltiples espècies de serps, i, tal i com veurem, la seva caracterització 
l’any 1965 va donar lloc al desenvolupament de fàrmacs 
antihipertensius com el Captopril® [47] i a la caracterització de 
determinades dianes terapèutiques involucrades en la disminució de la 
pressió arterial sense afectar l’activitat de l’ACE [48]. 
Els pèptids natriurètics (NPs) per la seva banda, són uns potents 
reguladors cardiovasculars i osmoreguladors en vertebrats, i han estat 
descrits en el verí de diferents espècies de serps amb funcions 
vasodilatadores. 
 
Disintegrines 
 
Les disintegrines representen una família de polipèptids d’una 
longitud aproximada de 40 – 100 aminoàcids, riques en cisteïnes que 
s’alliberen al verí per processament proteolític de les SVMPs de tipus 
PII [49] o sintetitzades a partir d’mRNAs mancats d’una regió 
codificant per una metaloproteasa [50], la complexitat estructural i 
funcional de les quals contrasta amb la seva petita mida molecular. 
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Descrites l’any 1987 per les investigacions d’Stefan Niewiarowski i 
Tur-Fu Huang [51], les disintegrines poden ser classificades en funció 
de la seva longitud i el nombre de ponts disulfur, donant lloc a 
disintegrines curtes, mitjanes, llargues i disintegrines dimèriques. 
Constitueixen una família de proteïnes antagonistes de receptors de la 
família de les integrines, afectant així a diferents processos com 
angiogènesi, formació de trombos, integritat de la pell i sistema 
immunitari entre d’altres, amb nombroses aplicacions biomèdiques en 
l’estudi de diferents processos biològics en els quals les integrines 
juguen un paper fonamental. Tal i com veurem més endavant, s’han 
desenvolupat antagonistes sintètics de les integrines de baix pes 
molecular, actualment usats en el tractament i prevenció de processos 
tromboembolítics. 
 
Proteïnes Semblants a Lectines tipus C 
 
Tot i que semblants en la seva nomenclatura, les Lectines tipus C són 
diferents de les Proteïnes Semblants a les Lectines tipus C presents al 
verí de les serps (CLPs, de l’anglès, C-type lectin-like proteins), que 
Kenneth J. Clemetson anomena “snaclecs” (de l’anglès, Snake Venom 
C-type lectins) per tal d’evitar la confusió [52]. Així, les Lectines tipus 
C són homodímers depenents de Ca2+, sense activitat enzimàtica, amb 
dominis d’unió a carbohidrats que trobem a molts organismes 
eucariotes. Per contra, les CLPs presents al verí de les serps són 
heterodímers mancats de la funció d’unió a carbohidrats tot i l’elevada 
homologia de seqüència (15 - 40%) amb aquests dominis, que mostren 
un ampli ventall d’activitats farmacològiques que afecten les 
plaquetes, el sistema hemostàtic i la trombosi [53]. 
Les CLPs juguen un paper important en l’efecte hemorràgic causat 
pels verins dels membres de la família Viperidae i contribueixen a la 
disrupció de l’hemostàsia amb l’activació o inhibició de determinats 
components cel·lulars. 
 
Factors de creixement 
 
L’existència de factors de creixement al verí de les serps ja va ser 
observada l’any 1956 [54], estudis que van ser mereixedors del premi 
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Nobel de Medicina l’any 1986 per la seva relació amb la regulació del 
creixement cel·lular. Tot i això, la purificació d’un d’aquests factors 
de creixement (NGF, de l’anglès Nerve Growth Factor) no es va 
produir fins a 20 anys després [55] i la seva cristal·lització va ser 
possible l’any 1991 [56]. A més, no ha estat fins recentment, que 
s’han trobat evidències d’un patró d’evolució accelerada, característic, 
tal i com hem vist, d’altres components del verí [57]. 
Actualment els factors de creixement s’han trobat com a constituents 
del verí dels membres de la família Elapidae (i en menor grau de la 
família Viperidae), amb funcions hipotensores i potenciadores de la 
permeabilitat vascular. 
 
CRISP (Cysteine-Rich Secretory Proteins) 
 
Les CRISPs són polipèptids de cadena senzilla d’un pes molecular 
aproximat de 20 – 30 KDa, conservats en diferents espècies del regne 
animal des de mamífers fins al verí de diferents rèptils, excercint 
diferents funcions biològiques [58]. Tanmateix, malgrat la 
caracterització de la proteïna fa més de 30 anys [59], existeix una 
evident mancança de coneixement de les funcions fisiològiques de les 
CRISP en els mamífers, on podrien participar en determinats 
processos involucrats amb l’aparell reproductor, i del paper que 
juguen aquestes proteïnes en el verí de les serps, on podrien participar 
en el bloqueig de determinats canals iònics i en la contracció de la 
musculatura llisa.  
Aplicacions 
Els animals verinosos han despertat la curiositat i fascinació de la 
humanitat al llarg dels segles. Els usos mèdics i bèl·lics dels verins 
estan documentats des de temps antics en diferents cultures com 
l’Antic Egipte, Grècia, la Xina o l’ Islam. L’apiteràpia, és a dir, l’ús 
del verí de les abelles per al tractament de malalties que cursen amb 
processos inflamatoris, sembla que ja va ser usada per Hipòcrates o 
Galè. Més endavant, el mateix Carlemany, emperador d’Occident a 
l’Edat Mitjana, va ser tractat amb picades d’abelles per alleugerir el 
dolor a les seves articulacions. De la mateixa forma, l’ús terapèutic del 
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verí dels escorpins està ben documentat en remeis casolans o la 
medicina tradicional xinesa [60, 61]. 
Per la seva banda, la serp és el símbol de la medicina per la seva 
associació amb Asclepi, el Déu grec de la medicina, les observacions 
del qual van permetre descobrir les propietats curatives de substàncies 
verinoses i tòxiques administrades en dosis molt petites. El primer 
coneixement de l’ús mèdic dels efectes coagulants del verí de les serps 
data de l’any 67 a.C. : en el seu llibre titulat “The Poison King: The 
Life and Legend of Mithradates, Rome’s Deadliest Enemy” [62], 
Adrienne Mayor descriu com el rei Mitridates VI va ser tractat de les 
hemorràgies causades per les ferides sofertes durant les guerres 
Mitridàtiques amb verí de la serp Vipera ursini. Aquest excitant 
descobriment va suposar l’anticipació de la toxinologia moderna més 
de 1500 anys. 
Segles més tard, Francesco Redi (1626 – 1697) metge de la cort de 
Ferran II de Medici, va descriure com els escurçons produïen el verí i 
l’injectaven a les seves preses i els efectes coagulants d’aquest sobre 
la sang de la víctima. Les seves observacions, publicades l’any 1664, 
marquen el naixement de la toxinologia moderna [63]. Tanmateix, va 
fer falta un segle més per tal que Abbé Gasparo Ferdinando Felice 
Fontana (1730 – 1805), primer director del Museu d’Història Natural 
de Florència, portés a terme experiments amb el verí dels escurçons 
europeus Vipera berus i Vipera aspis. El seu text, Traité sur le Vénin 
de la Vipère, publicat l’any 1781 és considerat una obra clau de la 
toxinologia moderna [64]. 
Els verins representen, així, una sèrie de reservoris inexplorats de 
components bioactius que han estat seleccionats per la seva capacitat 
de ser secretats, per la seva estabilitat, plasticitat funcional i la 
capacitat d’establir interaccions amb les potencials dianes, i que 
només en les últimes dècades han estat estudiats, no només com a font 
natural per a la generació de productes farmacèutics, sinó també per 
tal d’entendre les bases moleculars de l’evolució. 
Aquesta recerca biomèdica va donar lloc durant la dècada dels 70 a 
l’aparició del Captopril®, el primer fàrmac inhibidor de l’enzim 
convertidor de l’angiotensina, prescrit per al tractament de la 
hipertensió, obtingut a partir dels pèptids potenciadors de la 
bradiquinina trobats al verí de l’escurçó brasiler Bothrops jararaca 
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[47] i que va suposar el premi Albert Lasker en recerca biomèdica per 
a David Cushman i Miguel Ondetti l’any 1999 [65]. 
Un altre exemple de l’obtenció d’un fàrmac derivat d’una toxina és 
l’analgèsic Zicotonida (Prialt®), un pèptid bloquejant dels canals de 
calci (derivat sintètic d’una ω - conotoxina) provinent del verí del 
cargol marí (Conus magus) aprovat el 2004 per la FDA (US Food and 
Drug Administration) per al tractament del dolor crònic per a pacients 
refractaris a la morfina. D’altra banda, els fàrmacs Eptifibatidae 
(Integrilin®) i Tirofiban (Aggrastat®), fàrmacs derivats de 
components dels verins de les serps Sistrurus miliarius i Echis 
carinatus respectivament, són actualment usats en el prevenció de la 
síndrome coronària aguda en tractar-se d’inhibidors de la integrina 
αIIbβ3 i, per tant, antiagregants plaquetaris. 
Altres toxines estan actualment en una fase avançada dels seus estudis 
clínics, estudis majoritàriament centrats en els camps del dolor, 
sistema vascular, infecció o càncer [66–68]. Així, la clorotoxina TM-
601 és un pèptid bloquejant dels canals de clor de 36 aminoàcids de 
longitud provinent del verí de l’escorpí Leiurus quinquestriatus que 
podria resultar útil per al tractament i diagnòstic de diferents tipus de 
càncer com, per exemple, el glioma i que actualment ha superat la fase 
II dels estudis clínics. Per altra banda, les mambalgines, proteïnes 
obtingudes del verí de la mamba negra (Dendroaspis polylepis 
polylepis), mostren una potent funció analgèsica bloquejant els canals 
iònics de detecció d’àcid involucrats en diferents rutes metabòliques 
implicades en la sensació del dolor [69]. Aquestes proteïnes, la funció 
analgèsica de les quals pot ser tant efectiva com la morfina, suposen 
noves propostes contra el tractament del dolor amb un enorme 
potencial terapèutic. 
Determinats components dels verins s’estan usant també amb finalitats 
diagnòstiques [70]: determinades proteïnes amb propietats 
anticoagulants del verí de les serps Bothrops atrox, Echis carinatus, 
Oxyuranus scutellatus i Daboia russelii són usades per al diagnòstic 
de trastorns en la coagulació així com per a fer el seguiment de 
determinats tractaments amb teràpies anticoagulants. És l’exemple de 
la botrocetina, una proteïna amb una forta capacitat d’agregació 
plaquetària trobada al verí de Bothrops atrox i usada per al diagnòstic 
de patologies vasculars d’origen genètic com per exemple la malaltia 
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de von Willebrand. Degut a la seva insensibilitat a l’heparina, 
Prefakit®Reptilase®Time, un assaig funcional que conté unes 
quantitats estandaritzades de l’enzim proteolític batroxobina (l’origen 
del qual es troba al verí de Bothrops atrox), és recomanat per a 
l’estudi de la darrera fase de la coagulació sanguínia.  
Lògicament, la importància mèdica de l’estudi dels verins també rau 
en la producció dels antiverins. L’adequat tractament d’una 
mossegada de serp (la incidència de les quals veurem amb més detall 
al proper apartat) depèn de la capacitat dels antiverins per revertir la 
simptomatologia associada a un enverinament respecte la 
coagulopaties, hemorràgies o xoc hipotensiu. Els antiverins anomenats 
de primera generació, ja descrits fa més de 100 anys, provenien del 
sèrum no purificat d’animals hiperimmunitzats amb verí [71, 72]. Els 
antiverins actuals consisteixen en immunoglobulines purificades, la 
qual cosa ha reduït la incidència de reaccions adverses com, per 
exemple, xocs anafilàctics. Tanmateix, els protocols d’immunització 
no han canviat en aquests més 100 anys. Conseqüentment, els 
antiverins presenten anticossos redundants contra molècules no 
tòxiques del verí i poca capacitat neutralitzadora contra petites 
molècules altament tòxiques però molt poc immunogèniques. Això fa 
necessàries elevades quantitats d’antiverí per a un tractament efectiu 
amb el risc de les reaccions adverses ja comentades. D’altra banda, les 
mescles d’immunització usades actualment són específiques de cada 
país o regió degut a la variabilitat interespecífica del verí i al fet que 
diferents serps són responsables de la majoria dels accidents en 
diferents països [73]. De la mateixa manera, les manifestacions 
clíniques de la mossegada de serp d’una mateixa espècie en diferents 
àrees geogràfiques són heterogènies, donant lloc a una variabilitat 
intraespecífica del verí que s’observa també dels individus adults als 
juvenils (variabilitat ontogenètica). El bon coneixement de la 
composició del verí i dels seus perfils immunogènics, així com el 
seguiment d’unes directrius per a la producció, control i regulació [74] 
dels antiverins, seran fonamentals per a la seva millora pel que fa el 
seu disseny i la seva eficàcia [75]. 
Queda doncs clar, que l’aprofitament dels secrets ocults dels verins 
passa per una caracterització exhaustiva dels seus components. 
Actualment, aquesta caracterització s’està duent a terme en diferents 
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laboratoris d’arreu del món mitjançant l’estudi tant del transcriptoma 
com dels components finals existents al verí mitjançant tècniques 
proteòmiques. Un exemple de la importància d’aquest tipus de recerca 
és la participació de diferents entitats de 5 països europeus en el 
projecte Venomics, que en el marc del FP7-HEALTH, es proposa la 
identificació de nous productes terapèutics en diferents organismes 
verinosos, des d’insectes fins a organismes clàssicament considerats 
verinosos com serps, aranyes o escorpins, amb una estimació 
potencial de més de 40 milions de components bioactius 
(principalment pèptids i proteïnes), dels quals, actualment, se’n 
coneixen només 3.000. 
 
Enverinament i símptomes 
L’enverinament per mossegada de serp representa una emergència 
mèdica que afecta especialment a les comunitats rurals de països en 
desenvolupament a l’Àfrica sub-Sahariana, Àsia i Amèrica Llatina. 
La seva incidència global, obtinguda mitjançant registres hospitalaris, 
s’estima en 421.000 casos d’enverinament anuals amb, almenys, 
20.000 morts a tot el món [76]. Recentment, però, l’Organització 
Mundial de la Salut (OMS) ha publicat un estudi [77] on fixa aquesta 
taxa en 5 milions d’accidents que resulten en aproximadament 2,5 
milions d’enverinaments i al voltant de 100.000 morts a tot el món 
(Figura 4). Tanmateix, la veritable incidència d’enverinament per 
mossegada de serp a nivell mundial, el seu impacte i les 
característiques en les diferents regions, són desconeguts degut a que 
en moltes zones rurals les víctimes no van a l’hospital i moren a casa 
seva sense ser registrats. El nombre d’amputacions permanents i 
d’incapacitats per les seqüeles i infeccions secundàries podria 
representar tres vegades més [78]. De fet, el nombre d’amputacions 
només a Àfrica com a conseqüència d’un accident per mossegada de 
serp s’estima en 8.000 [79], amb la conseqüent discriminació i 
exclosió social de les víctimes amb una deformitat o impediment físic 
permanent. 
Per altra banda, pocs estudis han abordat les conseqüències 
econòmiques d’aquestes situacions [80], però l’impacte econòmic i 
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social contribueix significativament al cercle viciós que suposa el fet 
que siguin precissament les zones més empobrides del planeta les que 
pateixen de forma més important les conseqüències dels accidents per 
mossegada de serp. De fet, la relació entre pobressa i mortalitat per 
mossegada de serp està clarament demostrada, existint una correlació 
linial entre aquesta mortalitat i determinats marcadors socio-
econòmics com el Producte Interior Brut (PIB) del país, la despesa 
governamental en salut i el percentatge d’ocupació en agricultura [81]. 
Tot i això, els accidents per mossegada de serp han rebut poca atenció 
per part de les autoritats de salut pública i la indústria farmacèutica, 
fins al punt de poder categoritzar-la com a una de les malalties més 
oblidades del segle XXI. Tant és així, que l’OMS va incorporar a 
l’Abril del 2009 [82] els accidents per mossegada de serp en la llista 
de condicions descuidades en el conjunt de les malaties tropicals 
descuidades (NTDs de l’anglès Neglected Tropical Diseases) 
juntament amb altres com per exemple el dengue o la malaltia de 
Chagas [83]. Les NTDs representen un grup de problemes de salut que 
comparteixen determinades característiques distintives des del punt de 
vista demogràfic, sociològic, epidemiològic i social, que afecten a més 
d’un bilió de persones a tot el món. Per tal de fer possible els objectius 
del Milennium Development Goals de les Nacions Unides [84], s’han 
dut a terme diverses estratègies en el marc del pla global de lluita 
contra les NTDs 2008 – 2015 [85], que inclouen, entre altres, la 
teràpia preventiva, el control dels vectors i la provisió d’aigua en 
bones condicions. Aquestes estratègies han permés reduir en més d’un 
99% la incidència de determinades malaties infeccioses com per 
exemple la dracunculiasis. Tanmateix, els accidents per mossegada de 
serp han estat exclosos d’aquests esforços de les autoritats sanitàries i 
empreses farmacèutiques, probablement pel seu origen no infecciós. 
Aquesta interpretació resulta errada si considerem els trets principals 
que comparteixen les conegudes com a “clàssiques” NTDs i els 
accidents per mossegada de serp [86]. Amb la finalitat d’establir un 
marc global de col·laboració entre científics, empreses productores 
d’antiverins, diferents organitzacions civils, l’OMS i les autoritats 
públiques sanitàries, la Global Snakebite Organization [87] pretén 
millorar el coneixement i la prevenció dels accidents per mossegada 
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de serp, així com l’accés d’uns antiverins eficients a les comunitats 
més pobres del planeta [88]. 
A l’estat espanyol els accidents per mossegada de serp constitueixen 
un quadre poc freqüent amb una incidència d’aproximadament 100 
accidents anuals amb una mortalitat anual d’entre 3 i 7 individus [89, 
90]. A nivell europeu, una recent publicació [91], conseqüència d’una 
recerca exhaustiva de la literatura existent entre els anys 1970 i 2010 
tant en revistes indexades com no indexades, conclou que no existeix 
variació entre la incidència de mossegada de serp entre el nord i el sud 
d’Europa, que es situa en aproximadament 8.000 accidents anuals amb 
aproximadament 4 morts a l’any. 
 
 
 
 
Figura 4. Incidència mundial dels accident per mossegada de serp. Estimació 
regional i global de la incidència i mortalitat de la mossegada de serp. (Imatge 
obtinguda de [92]) 
 
Pel que fa els símptomes, les víctimes per mossegada de serp de la 
família Viperidae pateixen danys del teixit local caracteritzats per 
dermomionecrosi, formació de butllofes, edema i hemorràgia local. En 
casos severs, les afectacions a nivell sistèmic impliquen 
defibrin(ogen)ació, trombocitopènia, hipoagregació plaquetària, 
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sagnat distant del lloc de la mossegada, coagulació intravascular 
disseminada, xoc cardiovascular i fallada aguda renal [93] . 
 
Transcriptòmica i proteòmica 
Les anomenades tècniques “òmiques” han revolucionat la recerca 
biològica. Les millores tant en la metodologia com en la tecnologia, 
han ampliat el rang dels estudis biològics des de simples anàlisis 
bioquímiques que implicaven unes poques molècules o uns pocs gens 
a la vegada, a un estudi sistemàtic de genomes, transcriptomes i 
proteomes, permetent una visió molt més global de l’organisme. 
Per explorar els components del verí, diversos laboratoris han dut a 
terme l’anàlisi proteòmic i transcriptòmic del verí i de les glàndules 
productores respectivament. De forma individual o combinada, la 
proteòmica i la transcriptòmica han demostrat la seva fiabilitat per 
explorar en profunditat la composició dels verins. Un recull recent de 
les dades proteòmiques i transcriptòmiques actualment disponibles en 
més de 116 espècies diferents de serps podem trobar-lo a [94]. 
Així, l’ús de dades proteòmiques per estudiar els sis possibles marcs 
de lectura de les traduccions de dades transcriptòmiques, en el que 
hem anomenat “proteotranscriptòmica” [95] per contraposició amb el 
terme “proteogenòmica” [96], apareix com una combinació 
d’ambdues metodologies que ens permet estudiar la relació entre el 
proteoma i el transcriptoma per tal d’analitzar més profundament la 
complexitat del verí, en una evolució des del coneixement de la 
composició proteïca del verí, a la consideració de fenòmens biològics 
(evolutius i geogràfics entre d’altres) en el que s’ha anomenat 
vènomica de segona generació (de l’anglès, Next-Generation Snake 
Venomics). 
 
Transcriptòmica 
 
Els organismes han de canviar la seva expressió gènica d’acord a les 
condicions ambientals o en funció del seu creixement i 
desenvolupament. El transcriptoma, és a dir, el conjunt de totes les 
molècules d’RNA de la cèl·lula, apareix com a un component dinàmic 
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de la cèl·lula, en contraposició al genoma, més estàtic. El seu estudi 
esdevé, així, un mecanisme general de caracterització, no només de 
l’expressió cel·lular sinó de l’estructura i regulació gènica, que pot 
revelar molt sobre la dinàmica dels processos cel·lulars actius en 
determinades malalties. 
La manera d’abordar aquesta caracterització del transcriptoma ha estat 
llargament condicionada per l’existència o no d’un genoma de 
referència i, tal i com veurem més endavant, ha estat lligada a 
l’evolució de la tecnologia de seqüenciació del DNA (Figura 5). En el 
cas d’organismes amb una seqüència genòmica coneguda, la 
hibridació de seqüències de DNA immobilitzades en xips de DNA (de 
l’anglès DNA microarrays) amb seqüències de cDNA marcades amb 
fluorescència, ha permès l’anàlisi de l’expressió gènica de milers de 
gens en un únic experiment al llarg de més de 15 anys. L’ús de xips de 
DNA per a la caracterització de l’expressió gènica va ser descrit per 
primera vegada l’any 1995 [97], i dos anys més tard va permetre 
l’anàlisi d’un genoma eucariota sencer [98]. Tanmateix, aquest tipus 
de tecnologia té determinades limitacions (Taula 2) com són la 
necessitat del coneixement de les seqüències genòmiques per al 
disseny de les sondes, un elevat soroll de fons degut a la hibridació 
creuada i un baix rang dinàmic de detecció degut a aquest soroll de 
fons i a la saturació del senyal. 
L’estudi transcriptòmic de les glàndules del verí de les serps ha 
confiat per contra, des dels treballs pioners de Ho i col·laboradors 
l’any 1995 [100], en la seqüenciació Sanger de clons seleccionats 
aleatòriament d’una llibreria de cDNA construïda per transcripció 
reversa de les molècules d’RNA expressades al verí [101]. 
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Figura 5. Evolució de la seqüenciació de DNA. Principals fites en la manipulació 
del DNA des del seu descobriment fins a la seva seqüenciació de forma massiva. 
(Imatge cedida per Valerio Costa des de [99]) 
 
En una estratègia orientada a la caracterització ‘de novo’ del 
transcriptoma, les seqüències parcials de cDNA derivades de gens 
expressats, també anomenades EST (de l’anglès Expressed Sequence 
Tags), s’agrupaven en conjunts de seqüències solapants més llargues 
anomenades contigs les quals podien arribar a cobrir la molècula 
original d’RNA en tota la seva extensió, obtenint així una 
caracterització no només qualitativa sinó també quantitativa de 
l’expressió gènica, ja que el nombre d’EST agrupats en contigs resulta 
proporcional a la seva expressió [101]. Múltiples estudis 
transcriptòmics de les glàndules del verí de serp s’han dut a terme amb 
aquest tipus de tecnologia de baix rendiment [102–111]. Les 
limitacions d’aquest tipus de tècnica responen a possibles desviacions 
introduïdes pel procés de clonació en bactèries i l’esforç en termes de 
cost i mà d’obra necessària per construir una extensa col·lecció d’EST 
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(Taula 2). A més, l’estudi de l’expressió gènica amb aquest tipus de 
tecnologia queda restringida a aquelles molècules més expressades, 
perdent la informació que ofereixen aquells transcrits menys 
expressats que podrien aportar una informació molt valuosa respecte 
als mètodes usats per les cèl·lules de les glàndules per produir 
l’arsenal químic o per regular la seva expressió. 
L’arribada de les tecnologies de Seqüenciació de Nova Generació 
(NGS, de l’anglès Next Generation Sequencing ) ha canviat la forma 
d’abordar estudis moleculars, recordant, en paraules de Michael 
Metzker, els inicis de la PCR, on “l’única limitació al seu ús és la 
imaginació” [112]. La gran quantitat de dades produïdes en aquest 
tipus de projectes ha fet canviar la concepció de la biologia i de la 
recerca, des d’una investigació guiada per una determinada hipòtesi, a 
una investigació dirigida per la tecnologia, tal i com ja va avançar F.J 
Dyson l’any 1999 [113]. En aquest sentit, en paraules de S. Brenner, 
estaríem parlant de “caçadors” en el primer cas i de “recol·lectors” en 
el segon [114]. Tal i com veurem més endavant, l’estudi del 
transcriptoma s’ha beneficiat d’aquestes tecnologies d’alt rendiment 
donant lloc al que s’ha conegut com a RNA-Seq (Seqüenciació 
d’RNA) [99, 115, 116] o Seqüenciació Shotgun del Transcriptoma 
Total (WTSS, de l’anglès Whole Transcriptome Shotgun Sequencing). 
L’ús de les tècniques NGS ha donat lloc a conclusions sorprenents, 
arribant al punt de qüestionar el concepte de gen tal i com era conegut 
al segle XX [117], sobretot arran de les conclusions del projecte 
ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) [118] i fins al punt 
d’afirmar, en paraules d’un investigador del projecte, que la unitat 
fonamental del genoma i la unitat bàsica d’herència hauria de ser el 
transcrit i no el gen. Aquest projecte públic del National Human 
Genome Research Institute (NHGRI), va començar l’any 2003 com a 
lògica evolució del desxiframent del genoma humà l’any 2000. Les 
seves més recents conclusions han atorgat una funció bioquímica al 
80% del genoma humà, desterrant l’antic concepte de DNA 
“escombraries” [119]. Aquestes conclusions, tanmateix, no han estat 
exemptes de crítica per la definició de “funció” per part del Consorci i 
pel tractament estadístic del conjunt de les 1.640 dades recollides 
[120]. 
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Sigui com sigui, la majoria d’aquest RNA no codificant està 
involucrat en la regulació de l’expressió gènica. Dins de tots els 
elements reguladors, els microRNA (miRNA) apareixen com a 
elements d’importància creixent en la regulació post-transcripcional. 
Aquests fragments curts (21 - 25 nucleòtids de longitud), de cadena 
senzilla d’RNA descrits per primera vegada per Lee i col·laboradors 
[121], actuen com a reguladors negatius de l’expressió gènica en 
organismes eucariotes [122] en un complex silenciador que s’uneix 
per aparellament de bases tipus Watson-Crick principalment a les 
regions 3’ no traduïdes (3’-UTR) del transcrit. Tal i com veurem més 
endavant, l’existència de determinats miRNA podria estar lligada a 
l’expressió temporal de determinades toxines. Així, la variabilitat 
ontogenètica observada en el proteoma de determinades espècies de 
serps ([123, 124]) podria respondre a una regulació negativa post-
transcripcional mediada per miRNAs. 
 
 Xips DNA Seqüenciació 
EST 
RNA-Seq 
Principi Hibridació Sanger Seqüenciació 
massiva 
Rendiment Alt Baix Alt 
Seqüència de 
referència 
Necessària No necessària No necessària 
Soroll de fons Alt Baix Baix 
Detecció 
isoformes 
Limitada Si Si 
Quantitat RNA Alta Alta Baixa 
Cost Alt Alt Baix 
 
 
Taula 2. Característiques dels principals mètodes d’anàlisi del transcriptoma. 
(Taula adaptada de [115]) 
 
Proteòmica 
 
Diferents aproximacions proteòmiques s’han desenvolupat per a 
l’anàlisi de mostres complexes com els verins. Algunes d’elles han 
estat aplicades amb èxit per tal d’entendre els efectes patològics 
causats pel verí de les serps [125, 126], incloent, entre altres, l’ús de 
Introducció 
 44 
l’electroforesi en gel de poliacrilamida, la separació cromatogràfica i 
l’espectrometria de masses. És evident que cap d’aquestes tècniques 
de forma individual és capaç de cobrir tots els components proteïcs / 
peptídics d’una mostra, cadascuna d’elles amb els seus particulars 
punts forts i punts dèbils. Tanmateix, en els últims anys, els protocols 
desenvolupats al nostre laboratori, coneguts com a “venomics” 
(Figura 6) [127] i “antivenomics” [128, 129], s’han demostrat 
adequats per a la caracterització, tant dels verins de les serps com de la 
seva neutralització per part del antiverins, respectivament. Així, 
l’acoblament de determinats protocols de preparació de mostres amb 
l’espectrometria de masses ha permés obtindre una aproximació 
qualitativa i quantitativa de la composició del verí. De la mateixa 
manera, els assajos funcionals de neutralització duts a terme 
mitjançant l’antivenòmica, han permés l’estudi preclínic de l’eficàcia 
dels antiverins i de la seva possible reactivitat creuada. 
 
 
 
 
Figura 6. Representació esquemàtica de l’estratègia analítica “venomics” 
(Imatge obtinguda de [8]) 
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A tall il·lustratiu, el proteoma de nombroses serps ha estat 
caracteritzat seguint aquest tipus de protocols (revisió a [8, 94]). 
La relació existent entre les toxines trobades al verí (el proteoma) i els 
transcrits codificants d’aquestes (el transcriptoma) en el que 
anteriorment hem anomenat “proteotranscriptòmica”, serà un punt 
important de discussió del nostre treball. 
 
Seqüenciació de Nova Generació (NGS) 
La tècnica de seqüenciació del DNA ha evolucionat de forma molt 
ràpida en els últims anys (Figura 7). El mètode descrit per Fred Sanger 
[130] l’any 1977 basat en l’ús de dideoxinucleòtids terminals ha estat 
durant més de 25 anys el mètode de seqüenciació de DNA dominant i 
va ser la tècnica usada per a la seqüenciació del genoma humà [131] 
en el que es va anomenar mètode de seqüenciació de “primera 
generació”. Al llarg d’aquests 25 anys s’han produït successives 
millores i automatitzacions en el mètode descrit per Fred Sanger, des 
de l’eliminació dels nucleòtids marcats radioactivament per nucleòtids 
marcats amb un fluoròfor (1987) fins a l’ús de l’electroforesi capil·lar 
enlloc del gel de poliacrilamida (1999), donant lloc a una capacitat de 
seqüenciació d’aproximadament 3 Mbases per dia amb lectures de 900 
nucleòtids de longitud i 384 mostres en paral·lel.  
En els últims deu anys, però, l’escenari ha canviat radicalment gràcies 
a la introducció de les anomenades tècniques NGS [132–134]. El 
rendiment produït amb aquest tipus de tecnologies ha fet que sovint 
siguin anomenades tecnologies de seqüenciació massiva en paral·lel, 
on les milions de reaccions de seqüenciació simultànies estan 
separades espacialment. 
Les diferents tècniques NGS comparteixen una estratègia comú com 
és la preparació de la llibreria, el procés de seqüenciació pròpiament 
dit, la captació de la imatge i l’anàlisi de les dades. Tal i com podem 
veure a la Taula 3, la combinació única de diferents estratègies en 
alguna d’aquestes fases distingeix un tipus de tecnologia de l’altra, i 
determina el tipus de dades produïdes per cadascuna de les diferents 
plataformes. 
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Així, la preparació de la llibreria implica la immobilització dels 
fragments del DNA sobre una determinada superfície, cosa que 
permetrà la paral·lelització del procés en milers de milions de 
reaccions de seqüenciació. Diferents estratègies d’immobilització han 
donat lloc als mètodes de “segona generació” (aquells en els quals té 
lloc una amplificació clonal del fragment de DNA), i als mètodes de 
“tercera generació” (o de molècula única). En el primer cas, dos 
mètodes són els més àmpliament usats per la majoria de plataformes 
de seqüenciació: la PCR en emulsió (emPCR) i l’amplificació en fase 
sòlida. 
Pel que fa el mètode de seqüenciació usat, les diferents plataformes es 
poden classificar segons fagin ús de l’estratègia CRT (de l’anglès 
Cyclic reversible termination), piroseqüenciació, SBL (de l’anglès 
Sequencing by ligation), temps real (de l’anglès Real Time) i 
monitorització del canvi de pH. Una descripció de cadascuna 
d’aquestes estrategies podem trobar-la a [112]. La metodologia de 
seqüenciació usada en les dues primeres estratègies ha donat lloc al 
que s’ha anomenat seqüenciació per síntesi (SBS, de l’anglès 
Sequencing By Synthesis), on la seqüència és llegida a mesura que la 
polimerasa incorpora cada base de forma individual.  
 
Plataforma Prep. Llibreria Química NGS 
454 Roche emPCR Piroseqüenciació 
Illumina Fase sòlida CRT 
SOLiD emPCR SBL 
PacBio Molècula única Real – time 
Ion PGM emPCR Canvi pH 
 
 
Taula 3. Característiques de les principals plataformes de seqüenciació. 
Combinació de característiques pel que fa a preparació de la llibreria i química de 
seqüenciació en diferents plataformes NGS. 
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Figura 7. Evolució de les tècniques de seqüenciació. Rendiment (Kbases/dia) 
obtingut amb els mètodes de seqüenciació basats en gel de poliacrilamida, en 
electroforesi capil·lar i en la seqüenciació massiva en paral·lel. (Imatge obtinguda de 
[135]) 
 
Comparades amb la tecnologia desenvolupada per Sanger, les 
tècniques NGS han suposat una sèrie d’avantatges com són: i) la 
construcció de la llibreria in vitro seguida de l’amplificació clonal ha 
eliminat el coll d’ampolla que suposa la transformació en Escherichia 
coli i el creixement de les colònies, ii) les tècniques NGS permeten 
una elevada paral·lelització del procés i iii) disminució dels volums de 
reacció amb la conseqüent disminució del cost de seqüenciació. 
De la mateixa manera, l’evolució de les diferents plataformes existents 
ha portat a una millora pel que fa la longitud total de la lectura 
obtinguda i al rendiment total del procés (mesurat com el nombre total 
de bases seqüenciades), donant lloc a lectures cada cop més llargues i 
un rendiment cada cop més elevat (Figura 8). 
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Figura 8. Evolució de les diferents plataformes NGS. Evolució pel que fa 
longitud de la lectura i rendiment total del procés de les diferents plataformes de 
seqüenciació existents al mercat. (Imatge obtinguda sota llicència Creative 
Commons sense restricció d’ús) 
 
Tant és així, que recentment Illumina ha anunciat el seu seqüenciador 
HiSeq X [136], amb una capacitat de seqüenciació de 1.8 Tbases en 
menys de 3 dies, cosa que ha estat anunciada com el trencament de la 
‘barrera’ de la genòmica humana, aconseguint el tant esperat genoma 
humà a un cost inferior a 1.000 dòlars. Com a conseqüència d’això, el 
cost de seqüenciació està disminuint a un ritme molt més ràpid que el 
que podríem esperar segons la Llei de Moore, llei de la tecnologia de 
la informació segons la qual la capacitat dels microprocessadors es 
dobla cada any i mig amb la conseqüent baixada de preus (Figura 9). 
El gran volum de dades produït per totes aquestes plataformes està 
fent que el coll d’ampolla estigui actualment en l’emmagatzematge, 
manipulació i interpretació d’aquestes dades. En aquest punt la 
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bioinformàtica està emergint com una disciplina imprescindible per al 
treball diagnòstic i de recerca en l’ús d’aquest tipus de tecnologia. Les 
plataformes de seqüenciació actuals estan donant lloc a una gran 
quantitat de dades en formats diferents i amb determinats tipus d’error 
específics. D’aquesta forma, la implementació d’estratègies de 
processament de dades individualitzades combinades amb nous 
mètodes computacionals estandaritzats i una gran capacitat de càlcul 
sembla ser l’única manera de poder abordar la identificació, anàlisi i 
visualització d’aquesta enorme quantitat de dades biològiques. 
 
 
 
 
Figura 9. Cost en dòlars per Mbase seqüenciada. Les despeses considerades a la 
gràfica corresponen a: i) Reactius i manipulació, ii) Equips de seqüenciació, iii) 
Activitat informàtica relacionada, iv) Construcció de la llibreria, v) Enviament de 
dades a bases de dases públiques, vi) Despeses indirectes relacionades. (Imatge 
obtinguda de [137]) 
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Plataformes actuals  
 
A la Taula 4 trobem la comparativa pel que fa a rendiment, longitud 
de lectura i temps de les principals plataformes de seqüenciació 
descrites en el present treball. Tal i com podem veure, diferents 
empreses han diversificat la seva oferta de seqüenciadors oferint més 
capacitat de seqüenciació o més velocitat del procés total. D’aquesta 
manera, Roche 454 ofereix els aparells 454 GS FLX i 454 GS Junior 
com a versió de menor temps i menor rendiment, però més apropiada 
pel diagnòstic ràpid de determinades mutacions causants d’una 
patologia. Una estratègia similar ha adoptat Illumina amb els seus 
seqüenciadors HiSeq o MiSeq. 
 
Instrument 
 
Longitud lectura 
(nucleòtids) 
Rendiment 
(Gb) 
Lectures 
 
Temps 
 
454 GS FLX 700 0.7 1M 24 h 
454 GS Junior 700 0.07 100000 12 h 
Illumina MiSeq 300 15 25M 5 - 65 h 
Illumina HiSeq 2000/2500 RR 125 1000 4G 11 dies 
Illumina NextSeq 500 150 120 400M < 30 h 
Illumina HiSeq X 150 1800 3G < 3 dies 
SOLiD 75 320 3G 
1 -2 
setmanes 
PacBio RS 8500 4.5 44000 30 min - 2 h 
IonTorrent PGM 400 2 5M 2 h 
IonTorrent Proton 200 10 50M 2 - 4 h 
 
 
Taula 4. Comparativa de les principals plataformes de seqüenciació. Les 
principals plataformes de seqüenciació són comparades en longitud de lectura dels 
nucleòtids resultants, rendiment total del procés expressat en Gbases seqüenciades, 
nombre total de lectures obtingudes i temps total del procés de seqüenciació. M, 
milions de lectures; G, milers de milions de lectures. 
 
Fora de l’abast del present treball està la descripció de totes les 
plataformes de seqüenciació existents. La tecnologia NGS està 
avançant a un ritme molt ràpid, com ho demostra el fet que al llarg de 
2014, a la ja comentada introducció al mercat de la plataforma HiSeq 
X se li ha d’afegir la comercialització del dispositiu USB MinION 
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d’Oxford Nanopore. De forma similar, altres mètodes de seqüenciació 
han experimentat canvis recents com per exemple l’adquisició de 
l’empresa Complete Genomics (la metodologia de seqüenciació de la 
qual implica la detecció fluorescent provinent de la seqüenciació de 
nanoboles de DNA) per l’Institut Xinés de Genòmica (BGI, de 
l’anglès, Beijing Genomic Institute) o la fallida econòmica d’Helicos 
Biosciences, l’estratègia de seqüenciació de la qual implicava SBS de 
molècula única de DNA. 
 
454 (Roche) 
Aquesta plataforma de seqüenciació, va ser la primera introduïda 
comercialment l’any 2004 i amb la que es va seqüenciar el primer 
genoma usant tècniques NGS [138]. El seu mètode de seqüenciació fa 
ús de la piroseqüenciació, on es detecta el pirofosfat alliberat durant la 
incorporació nucleotídica mitjançant una reacció luminiscent [139]. 
Així, durant el procés de seqüenciació, fragments únics de cDNA són 
units a una única perla per a l’amplificació clonal del fragment un una 
PCR en emulsió. Aquest procés va ser definit com “Un fragment, una 
perla, una lectura” (de l’anglès, “One fragment, one bead, one read”). 
D’aquesta manera, una vegada incorporat el nucleòtid corresponent 
per complementarietat de bases, s’allibera un pirofosfat que donarà 
lloc a una molècula d’ATP que serà usat per un enzim per a la 
producció de llum de forma proporcional a la quantitat de pirofosfats 
alliberats (Figura 10). 
Les diferents evolucions del sistema han permès arribar a la 
plataforma a una longitud de lectura de 700 bases amb un rendiment 
total de 0,7 Gbases per procés de seqüenciació. 
Donada l’elevada longitud de les seves lectures, 454 ha estat des dels 
seus inicis un molt bon sistema per a la seqüenciació ‘de novo’, i és 
per això que va ser el sistema de seqüenciació triat en el nostre 
laboratori per a la seqüenciació dels 8 transcriptomes caracteritzats. 
El seu elevat preu per base seqüenciada així com l’aposta de la 
companyia pels mètodes de seqüenciació de lectura única, ha fet que 
aquest tipus de plataforma no tingui suport més enllà de 2016. 
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Figura 10. Estratègia seguida per Roche 454. En aquesta estratègia 4 fases 
principals donaran lloc a “Un fragment, una perla, una lectura”: la generació de la 
cadena senzilla de DNA anirà seguida de l’amplificació en la PCR en emulsió, la 
generació de dades per SBS i l’anàlisi d’aquestes dades. (Imatge obtinguda de [140]) 
 
SOLiD (Life Technologies) 
Sequencing by Oligo Ligation Detection (SOLiD) és un mètode de 
seqüenciació desenvolupat per Applied Biosystems (ara Life 
Technologies), comercialment disponible des de l’any 2006. El seu 
mètode de seqüenciació adopta l’anomenada tecnologia SBL, un 
mètode que usa la sensibilitat d’una DNA ligasa per identificar el 
nucleòtid present en una determinada posició d’una seqüència de 
DNA. Durant la construcció de la llibreria, aquesta seqüència de DNA 
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és flanquejada per, com a mínim, un extrem de seqüència coneguda, i 
serà amplificada en una emPCR. Així, la reacció de seqüenciació 
consta de successius cicles de ligació, detecció i trencament entre la 
molècula de DNA i diferents sondes marcades amb fluoròfors, on 
cada color representa un parell de bases, en el que es va anomenar 
codificació de 2 bases o color space. 
Les contínues evolucions del sistema (5 des de 2007 a 2010) han 
donat lloc a la versió 5500XL W, amb un rendiment de 320 Gbases 
per procés de seqüenciació. 
Life Technologies és també la propietària d’una altra plataforma de 
seqüenciació com és Ion Torrent, sobre la qual Life Technologies 
sembla haver concentrat tots els seus esforços. Això, juntament amb la 
manca de desenvolupament del color space per part de la comunitat 
científica ha fet que la plataforma SOLiD estigui actualment en 
retrocés respecte a les seves competidores. 
 
Illumina 
Sense cap mena de dubte, Illumina és l’empresa dominant actualment 
en el món de la seqüenciació. Inicialment desenvolupat per Solexa, el 
seqüenciador Genome Analyzer (GA) adopta la tecnologia de 
Terminació Cíclica Reversible (CRT) per a seqüenciar una llibreria de 
DNA construïda seguint el protocol d’amplificació clonal en fase 
sòlida, una estratègia ja presentada l’any 1998 per Pascal Mayer i 
col·laboradors al 5è congrés d’Automatització en el Mapeig i 
Seqüenciació de DNA [141]. Així, tal i com podem veure a la Figura 
11, les molècules de DNA i els adaptadors són fixats en una superfície 
(la cel·la de fluxe, de l’anglès flow cell) i amplificades mitjançant una 
DNA polimerasa per donar lloc a colònies de DNA separades 
(clusters), cadascuna d’elles amb aproximadament 1.000 amplicons 
idèntics. Diversos milions de clusters poden ser amplificats a 
cadascun dels 8 carrils que existeixen en una única cel·la de fluxe.  
Posteriorment, la seqüenciació tindrà lloc per repetits cicles 
d’incorporació d’un únic nucleòtid marcat amb un fluoròfor, 
adquisició de la imatge i trencament del grup bloquejant a 3’ del 
nucleòtid i de l’etiqueta fluorescent per permetre un nou cicle 
d’amplificació. 
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Figura 11. Estratègia SBS seguida per Illumina. Els clusters es creen per 
amplifiació clonal de cadenes de DNA unides a una superfície sòlida. L’addició de 
DNA polimerasa i nucleòtids modificats permetrà el procés de seqüenciació. 
(Imatge obtinguda de [133]) 
 
El seqüenciador GA de Solexa tenia un rendiment inicial d’una Gbase 
per procés de seqüenciació. Mitjançant millores en la polimerasa, 
tampons de reacció, la cel·la de fluxe i el software, l’any 2009 el seu 
rendiment va augmentar fins a 20 Gbases per procés de seqüenciació a 
l’agost, fins a 30 Gbases a l’octubre i fins a 50 Gbases al desembre 
d’aquell mateix any. A principis de 2010 Illumina va comercialitzar el 
seqüenciador HiSeq 2000, amb la mateixa estratègia de seqüenciació 
que el GA, i amb un rendiment de 200 Gbases per procés de 
seqüenciació, millorat fins als actuals 1000 Gbases. 
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Comparat amb els seus competidors, Illumina ofereix la seqüenciació 
més barata, amb un cost d’aproximadament 0.05 dòlars per milió de 
bases. 
 
Ion Torrent (Life Tecnologies) 
La tecnologia desenvolupada per Ion Torrent en els seus 
seqüenciadors Ion Torrent Personal Machine (PGM) i Ion Proton ha 
donat lloc als primers seqüenciadors que no necessiten fluorescència 
ni càmera CCD, cosa que s’ha traduït en una velocitat de seqüenciació 
més elevada, un cost més baix i una mida més reduïda. 
Desenvolupada per Jonathan M. Rothberg, un dels fundadors de 
l’empresa 454 Life Sciences, la seva tecnologia de seqüenciació fa ús 
de la seqüenciació per síntesi sobre una llibreria de DNA construïda 
en una emPCR [142]. A diferència de la resta de mètodes l’Ion 
Torrent detecta l’àtom d’H+ alliberat en el procés d’incorporació d’un 
nucleòtid mitjançant un sensor de pH, cosa que dona lloc a un pols 
elèctric que serà traduït en la seqüència de DNA, evitant així l’ús de 
qualsevol sistema òptic. L’existència d’un xip semiconductor on té 
lloc la construcció de la llibreria i la reacció de seqüenciació ha fet 
que sovint la tecnologia es conegui com a seqüenciació Ion 
semiconductora.  
D’entre les fites més importants d’aquest tipus de seqüenciador 
destaca la detecció del gen codificant d’una toxina a la soca O104:H4 
d’Escherichia coli, que va causar 50 morts a principis de maig de 
2011 [143]. 
Amb el seu seqüenciador Ion Proton, Life Technologies espera poder 
arribar a finals de 2014 a les 32 Gbases per procés de seqüenciació 
amb una longitud mitjana de lectura de 100 nucleòtids. 
 
Pacific Biosciences 
Pacific Biosciences és una companyia fundada l’any 2004 que ha 
desenvolupat una plataforma, el principi de seqüenciació de la qual es 
defineix com a seqüenciació en temps real d’una molècula única 
(SMRT, de l’anglès Single Molecule Real Time Sequencing) en el que 
s’ha anomenat mètode de “tercera generació”. Així, la nova versió del 
seu seqüenciador, comercialitzat l’octubre de 2013 anomenat Pac Bio 
RS II, ha donat lloc a lectures amb una longitd mitjana de 8,500 
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nucleòtids amb un màxim de 30,000 nucleòtids en una única lectura. 
Les prediccions de l’empresa són aconseguir una longitud mitjana de 
lectura de 20,000 nucleòtids l’any 2015. 
 
NGS i transcriptòmica 
 
La seqüenciació d’RNA o RNA-Seq ha esdevingut en poc temps una 
pràctica estàndard per a la recerca en el camp de la transcriptòmica, 
beneficiada també pel continu descens del cost per base seqüenciada 
juntament amb la millora de rendiment i la reducció de temps de 
seqüenciació, tal i com hem vist anteriorment. Aquest tipus 
d’aproximació ha estat la tècnica usada en la recerca de determinats 
patrons d’expressió tant en organismes model com en organismes no 
model, i ha proveït informació sorprenent sobre la regulació 
transcripcional i post-transcripcional, revelant uns transcriptomes molt 
més complexos del que es podia anticipar. Així, l’ús de la tecnologia 
NGS ha permés l’estudi de RNAs petits no codificants la mida dels 
quals suposava una limitació per a ser capturats degut a la limitada 
resolució dels xips de DNA. El present treball, tal i com serà discutit 
més endavant, pretén determinar si l’expressió gènica al verí està 
controlada de manera transcripcional o si l’existència de determinats 
factors entre els quals podrien trobar-se aquest tipus d’RNA no 
codificants, està donant lloc a una regulació post-transcripcional. 
De la mateixa manera, la tecnologia NGS ha permés la seqüenciació i 
la caracterització a màxima resolució i rang dinàmic del transcriptoma 
de múltiples organismes com l’ésser humà (amb finalitats, inclús 
diagnòstiques), el ratolí, el llevat, la mosca de la fruita, diferents 
plantes i organismes procariotes, fins al punt de poder ser aplicada a 
mostres més complexes amb l’existència de múltiples organismes en 
el que s’ha anomenat metatranscriptòmica [144]. 
El primer ús de les tècniques NGS per a l’estudi del transcriptoma va 
ser dut a terme per M. N. Bainbridge l’any 2006 [135], i la seva 
primera aplicació en organismes sense informació genòmica data d’un 
parell d’anys després [145]. Pel que fa l’estudi del transcriptoma de 
membres del subordre Serpentes, la primera aplicació de la tecnologia 
NGS data de l’any 2010, on el transcriptoma de l’espècie Thamnophis 
elegans (família Colubridae) va ser seqüenciat amb 454 GS-FLX 
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[146]. Posteriorment, i en especial al llarg de 2013, s’ha abordat 
l’estudi del transcriptoma de moltes espècies de serp amb tecnologia 
NGS (veure Discussió). El nostre treball, representa la meitat de les 
espècies de serp estudiades mitjançant NGS, tecnologia que ha servit 
per aprofundir en el coneixement de l’expressió gènica de 
determinades espècies que poden ajudar a revelar adaptacions i 
processos biològics que governen la composició del verí. A més, 
l’anàlisi del transcriptoma està proporcionant l’esquelet adequat sobre 
el qual investigar més profundament el proteoma, la composició final 
del verí. 
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El treball desenvolupat durant la present tesi doctoral pretén aportar 
més evidències, no només en la caracterització de la variabilitat 
interespecífica observada en la composició del verí dels cròtals sud-
americans Crotalus simus, Atropoides picadoi, Atropoides mexicanus, 
Bothriechis lateralis, Bothriechis schlegelii, Cerrophidion sasai 
(abans Cerrophidion godmani) i Bothrops asper, sinó també intentar 
explicar els fenòmens biològics responsables de la variabilitat 
intraespecífica observada en determinades espècies de serps tant a 
nivell geogràfic com ontogenètic. En aquest sentit, la feina 
desenvolupada durant la present tesi doctoral ha intentat estudiar de 
forma conjunta les dades transcriptòmiques i les dades proteòmiques 
per a organismes sense informació genòmica prèvia, en el que hem 
volgut anomenar “proteotranscriptòmica”, per tal d’esbrinar si 
l’esmentada variabilitat podria respondre a una divergència genòmica 
o, per altra banda, determinats elements reguladors com els miRNA 
podrien jugar un paper clau en la diversitat de fenotips observats. 
Amb això es pretén avançar en el coneixement dels mecanismes de 
regulació que fan possible aquesta variabilitat, la comprensió dels 
quals podrien obrir un nou camí en el tractament de les patologies 
associades en els accidents per mossegada de serp i a l’avaluació de 
les teràpies aplicades.  
Per abordar aquests objectius, el desenvolupament de la tesi doctoral 
va necessitar de l’estudi de les relacions filogenètiques dels membres 
del subordre Serpentes així com del coneixement de les famílies de 
proteïnes existents als verins i de les tècniques de seqüenciació 
massiva de DNA, coneixements que intentaran ser explicats en els 
diferents apartats de la manera més entenedora possible. Els nostres 
resultats van possibilitar proposar potencials mecanismes de regulació 
post-transcripcional que podrien jugar un paper fins ara no descrit en 
la regulació de l’expressió de les toxines i van ajudar a la 
caracterització ‘de novo’ de determinades proteïnes del verí no 
descrites anteriorment. 
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Capítol 1 
J. Durban, P. Juárez, Y. Angulo, B. Lomonte, M. Flores-Diaz, A. 
Alape-Girón, M. Sasa, L. Sanz, J. M. Gutiérrez, J. Dopazo, A. Conesa, 
i J. J. Calvete, «Profiling the venom gland transcriptomes of Costa 
Rican snakes by 454 pyrosequencing», BMC Genomics, vol. 12, p. 
259, 2011. 
 
Aquest treball ha abordat la caracterització de l’activitat 
transcripcional amb tècniques NGS de 8 transcriptomes de 7 espècies 
de serp costa-riquenyes mèdicament rellevants, per tal d’aprofundir en 
el coneixement de les adaptacions i processos biològics que governen 
la formulació del verí. L’estudi dels mecanismes moleculars i de les 
forces d’evolució implicades en la producció de les toxines esdevé, tal 
i com hem explicat a la Introducció, de vital importància per a 
millorar l’actual teràpia usada amb els antiverins i per al descobriment 
de potencials nous fàrmacs. L’extensa caracterització del proteoma de 
nombroses serps es veu així complementada, en absència d’un 
genoma de referència, d’unes valuoses dades transcriptòmiques 
donant lloc al que hem anomenat “proteotranscriptòmica” i que ens 
permetrà tratar d’esbrinar potencials mecanismes de regulació entre la 
transcripció i la traducció. 
Seqüenciació i ensamblatge 
El procés de seqüenciació es va produir simultàniament per al conjunt 
dels 8 transcriptomes en un Genome Sequencer FLX (454 Roche) 
seguint una estratègia multiplex, cosa que va donar lloc a un total de 
334,540 lectures (de l’anglès, read) per al conjunt dels 8 
transcriptomes, cadascuna d’elles teòricament identificada mitjançant 
una etiqueta de 10 nucleòtids específica de mostra. Les 62 Mbases 
resultants d’aquest procés de seqüenciació han estat incloses en el 
repositori SRA de l’NCBI amb l’identificador de l’anàlisi 
SRP003780. La longitud mitjana de les lectures va ser de 186.6 
nucleòtids, amb un màxim de 645 nucleòtids en una única lectura i 
només el 3.27% d’elles va ser inferior a una longitud de 50 nucleòtids. 
Tal i com està detallat a [147], el processament de les lectures pel que 
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fa la seva qualitat de seqüenciació, separació segons l’etiqueta 
identificadora i la identificació i substitució per caràcters neutres (N) 
d’elements repetitius, va donar lloc, finalment, a un total de 330,010 
lectures útils. En absència d’un genoma de referència sobre el qual 
localitzar cadascuna d’aquestes lectures, l’estratègia habitual és 
ensamblar (de l’anglès assembly) aquestes mateixes lectures per 
superposició amb la finalitat d’intentar reconstruir la seqüència 
original, en el que s’ha anomenat ensamblatge ‘de novo’. Així, 
l’ensamblatge ‘de novo’ és un procés bioinformàtic que dona lloc a 
fragments més llargs (contigs) producte de l’ensamblatge de múltiples 
lectures solapants, i a lectures úniques no ensamblades (singletons). 
Tal i com serà discutit més endavant, el nombre de contigs i la seva 
longitud, així com el nombre de singletons i determinats paràmetres 
específics, són utilitzats per avaluar la qualitat d’un ensamblatge, 
procés altament condicionat pel tipus de plataforma usada i el mètode 
de construcció de la llibreria de DNA. 
En el present treball es van utilitzar diferents algoritmes 
d’ensamblatge, el millor resultat dels quals va ser, finalment, 
l’obtingut amb el programa proveït per la plataforma amb la qual es va 
dur a terme la seqüenciació (Newbler v1.1, Roche). Tot i això, els 
resultats van estar lluny de ser òptims, amb només el 58.4% de les 
lectures ensamblades en 31,025 contigs, la longitud mitjana dels quals 
va ser de 208.2 nucleòtids. A més, el 43% d’aquests contigs eren 
resultat de l’ensamblatge de només dues lectures. D’altra banda, el 
procés d’ensamblatge ‘de novo’ va donar lloc també a 103,357 
singletons, la longitud mitjana dels quals va ser de 174.4 nucleòtids. 
En conjunt, el resultat del procés d’ensamblatge no va suposar un 
guany pel que fa la compressió de les dades com ho demostra la petita 
diferència entre la longitud mitjana dels contigs i de les lectures 
resultants del procés de seqüenciació, amb la qual cosa la 
caracterització dels transcriptomes en termes d’anotació funcional i 
quantificació va tenir lloc considerant les lectures individuals i no el 
resultat de l’ensamblatge. 
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Anotació funcional 
El conjunt de les 330,010 lectures útils va ser comparat per homologia 
de seqüència amb la base de dades no redundant del NCBI mitjançant 
blast [148], obtenint un total de 100,394 homologies segons un 
determinat llindar de significació. Aquesta baixa proporció de 
resultats positius resultava similar a la obtinguda en la caracterització 
d’altres organismes no model dutes a terme mitjançant tecnologies 
NGS, tal i com es discutirà més endavant. 
Aproximadament el 80% dels resultats positius obtinguts per al global 
dels 8 organismes van donar lloc a coincidències pertanyents al 
subordre Serpentes (Taula 5b), de les quals aproximadament el 78% 
van poder ser classificades com a proteïnes pertanyents al verí d’acord 
a la nostra acurada llista de paraules clau, i van poder ser assignades a 
una de les famílies de proteïnes del verí. 
 
a) 
Espècie de serp Lectures totals Longitud mitjana (nt) 
C.simus 22,389 193.6 
B.asper (Car) 123,485 185.6 
B.asper (Pac) 16,076 184.8 
C.sasai 44,843 182.1 
A.picadoi 31,027 188.8 
A.mexicanus 27,080 192.1 
B.schlegelii 33,276 191.5 
B.lateralis 31,833 186.1 
TOTAL 330,010 187.3 
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b) 
Espècie de serp Blast Serpentes Verí 
 Lectures % 
 total  
Lectures % 
blast 
Lectures % 
Serpentes 
C.simus 3,608 16.1 2,320 64.3 1,327 57.2 
B.asper (Car) 43,818 35.5 35,655 81.4 28,220 79.1 
B.asper (Pac) 2,848 17.7 2,078 72.9 1,378 66.3 
C.sasai 13,743 30.7 11,252 81.9 9,824 87.3 
A.picadoi 13,295 42.8 11,350 85.4 9,951 87.7 
A.mexicanus 6,418 23.7 4,070 63.4 3,109 76.4 
B.schlegelii 6,826 20.5 4,525 66.2 2,893 63.8 
B.lateralis 9,838 30.9 7,970 81 5,731 71.9 
TOTAL 100,394 30.4 79,991 79.7 62,443 78 
 
 
Taula 5. Resum de les estadístiques obtingudes en els processos de seqüenciació 
i anotació dels 8 transcriptomes. Per a cada organisme, es mostren: a) Les 
estadístiques del procés de seqüenciació pel que fa al nombre total de lectures 
obtingudes i la seva longitud mitjana, i b) Estadístiques del procés d’anotació pel 
que fa lectures amb un resultat blast positiu, un resultat vinculat al subordre 
Serpentes i un resultat vinculat a una proteïna pertanyent al verí. 
 
Segons aquests resultats, es va calcular l’abundància relativa de 
cadascuna d’aquestes famílies en cada organisme, normalitzant pel 
nombre total de lectures obtingudes en el procés de seqüenciació per 
cada organisme i per la longitud estimada del transcrit, amb la qual 
cosa es van poder obtenir uns perfils d’expressió característics de cada 
organisme (Figura 12). Aquests perfils transcriptòmics van mostrar 
que unes determinades famílies de toxines eren abundants i 
relativament expressades de forma constant al llarg de la majoria de 
les espècies en estudi, mentre que altres van mostrar una major 
variabilitat.  
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Figura 12. Perfils d’expressió de toxines. El nombre de lectures normalitzat per 
nombre de lectures totals i per la longitud estimada del transcrit va donar lloc a uns 
patrons d’expressió proteïca per a cada organisme. 
 
Per tal d’investigar les relacions en la composició del verí entre les 
espècies, les dades transcriptòmiques van ser sotmeses a una Anàlisi 
de Components Principals (PCA). El PCA va revelar que les 8 serps 
en estudi es podien classificar en 4 grups principals d’acord a 
l’expressió relativa d’SVMP, SP i PLA2 (Figura 5 de [147], veure 
pàgina 76). 
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Estimació del nombre de còpies gèniques 
Finalment, en un intent per estimar el nombre mínim de gens per a 
cada toxina, les lectures pertanyents a la mateixa família proteïca van 
poder ser classificades segons si es localitzaven en un marc obert de 
lectura (ORF, de l’anglès Open Reading Frame) o no, mitjançant un 
alineament múltiple d’aquestes lectures sobre la seqüència de 
referència més semblant segons una extensa recerca bibliogràfica. 
Amb això es van aconseguir dues coses: i) Obtenir aquelles lectures 
que realment no corresponien a ORFs sinó a regions no traduïdes 
(5’UTR, 3’UTR i microsatèl·lits), i ii) Obtenir totes aquelles lectures 
pertanyents a ORFs l’ensamblatge de les quals (tal i s’ha descrit 
anteriorment el cas d’ensamblatges ‘de novo’) va donar lloc a una 
estimació del nombre de gens per a cada família de toxines (Taula 3 
de [147], veure pàgina 73). 
Comparativa transcriptoma - proteoma 
Pocs estudis han intentat estudiar els factors que governen la 
transcripció dels gens de les toxines secretades al verí. Tot i que 
determinats estudis han detectat concordància entre el transcriptoma i 
el proteoma de determinades espècies de serp [149, 150], en el nostre 
estudi es van trobar fortes discrepàncies entre les dades 
transcriptòmiques i la composició final del verí. Tal i com podem 
veure a la Figura 4 de [147] (veure pàgina 75), la comparativa entre el 
proteoma i les dades obtingudes del transcriptoma no mostrava una 
clara tendència intra o interespecífica, i les raons d’aquestes 
discrepàncies són difícils de trobar, però, tal i com serà discutit més 
endavant, determinats factors que afecten l’estabilitat del mRNA i la 
seva traducció podrien estar darrera de les diferències observades 
entre el transcriptoma i el proteoma. 
Clarament, els nostes resultats recolzen la importància de combinar 
amplis estudis proteòmics i transcriptòmics per a una caracterització 
profunda del repertori de toxines del verí i dels factors que regulen la 
transcripció i la traducció. 
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Capítol 2 
J. Durban, A. Pérez, L. Sanz, A. Gómez, F. Bonilla, S. Rodríguez, D. 
Chacón, M. Sasa, Y. Angulo, J.M. Gutiérrez, i J.J. Calvete. 
«Integrated “omics” profiling indicates that miRNAs are 
modulators of the ontogenetic venom composition shift in the 
Central American rattlesnake, Crotalus simus simus», BMC 
Genomics, vol. 14, p. 234, 2013. 
 
Seqüenciació i ensamblatge 
Es van seqüenciar els transcriptomes d’un individu adult i d’un 
individu juvenil del cròtal centreamericà Crotalus simus simus. 
Estudis proteòmics previs d’aquest organisme van revelar un patró 
d’expressió de toxines depenent de l’estadi de desenvolupament [151]. 
En concret, els individus juvenils mostren una elevada expressió d’una 
PLA2 amb activitat neurotòxica mentre que els individus adults 
mostren una elevada expressió d’una SVMPs, amb activitat 
hemorràgica. El present treball va voler investigar la transició d’un 
tipus de verí a l’altre i els seus mecanismes de regulació. 
Els processos de seqüenciació d’aquests transcriptomes van tenir lloc 
en una plataforma 454 GS FLX amb química Titanium i van donar 
lloc a 408,505 lectures per a l’individu adult i a 349,170 lectures per a 
l’individu juvenil. Les dades resultants d’aquests processos de 
seqüenciació han estat incloses en el repositori SRA del NCBI amb 
l’identificador de l’anàlisi SRP012408. 
En una estratègia similar a la definida a [147] (veure Capítol 1), les 
lectures van ser processades segons un determinats valors de qualitat 
donant lloc a 355,140 lectures útils per a l’individu adult i a 320,907 
per a l’individu juvenil. Tal i com ja hem detallat al capítol anterior, 
en absència d’un genoma de referència, l’ensamblatge ‘de novo’ és 
l’estratègia habitual per tal d’intentar reconstruir potencials transcrits. 
Així, l’ensamblatge ‘de novo’ d’aquestes lectures amb el programa 
recomanat per l’empresa responsable del seqüenciador (Newbler, 
v2.6, Roche) va donar lloc a 6,484 contigs i 33,408 singletons per 
l’individu adult, i 6,047 contigs i 24,136 singletons per l’individu 
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juvenil. Les estadístiques d’ambdós processos de seqüenciació estan 
detallades a la Taula 1 de [152] (veure pàgina 89). Cal destacar que, 
tal i com serà discutit més endavant, aquest ensamblatge va posar de 
manifest la ràpida evolució de les eines bioinformàtiques, ja que, 
comparat amb l’ensamblatge de [147], en aquest cas l’ensamblatge ‘de 
novo’ sí va donar lloc a uns bons resultats de compressió, on entre el 
86% i el 83% de les lectures van ser ensamblades i només un 1.43% 
dels contigs de l’individu adult i un 10.74% dels contigs de l’individu 
juvenil estaven formats només per dues lectures.  
D’altra banda, la regulació sobre els transcrits ha estat proposat com 
un possible mecanisme de generació de diversitat fenotípica. La 
regulació amb miRNAs podria ser un d’aquests mecanismes. Per tal 
d’esbrinar el paper dels miRNAs en la variació ontogenètica 
observada en Crotalus simus simus, dues llibreries de RNA total 
enriquides en RNAs de mida inferior a 200 nucleòtids (una per a 
l’individu adult i una per a l’individu juvenil) van ser sequenciades 
amb la plataforma Ion Torrent Personal Genome Machine. Els 
resultats d’aquest procés de seqüenciació i del seu processament estan 
detallats a la Taula 4A de [152] (veure pàgina 93) i han estat 
depositats a la base de dades SRA del NCBI amb d’identificador 
SRP012408. Així, es van obtenir 220,548 lectures de longitud mitjana 
de 24.58 nucleòtids per a l’individu juvenil i 389,064 lectures de 
longitud mitjana 23.68 nucleòtids per a l’individu adult, que van poder 
ser agrupades per homologia de seqüència en 283 i 419 grups amb 
més de 100 lectures respectivament. Tal i com serà discutit, el mode 
d’acció additiu en la inhibició dels miRNA va ser la raó principal per 
considerar aquest llindar. 
Anotació funcional 
La Taula 6 mostra els resultats pel que fa la recerca d’homologies 
mitjançant blast en la base de dades no redundant del NCBI dels 
contigs i singletons resultants del procés d’ensamblatge, tant per 
l’individu juvenil com per l’individu adult. 
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                                                      C.simus Juvenil C.simus Adult 
Contigs blast 3,022 4,141 
          %contigs totals 49.97 63.86 
Contigs Serpentes 946 902 
  % blast 31.3 21.78 
Proteïnes verí 658 431 
     % Serpentes 69.55 47.78 
   
Singleton blast 15,052 21,460 
   % totals 62.36 64.23 
Singletons Serpentes 2,306 3,272 
       % blast 15.3 15.24 
Singletons verí 526 431 
        % Serpentes 22.8 13.17 
 
 
Taula 6. Resum de les estadístiques d’anotació per als contigs i singletons dels 
transcriptomes dels individus juvenil i adult. Estadístiques del procés d’anotació 
pel que fa lectures amb un resultat blast positiu, un resultat vinculat al subordre 
Serpentes i un resultat vinculat a una proteïna pertanyent al verí. 
 
Aproximadament el 50% dels contigs obtinguts per a l’individu 
juvenil i el 63.86% de l’individu adult van donar alguna homologia 
significativa a la base de dades. També van donar resultats positius el 
62.36% dels singletons per a l’individu juvenil i el 64.23% per a 
l’individu adult. Aquests resultats positius van ser classificats segons 
pertanyien al subordre Serpentes i a alguna de les famílies de 
proteïnes del verí en una segona ronda de filtratge segons un llistat de 
paraules clau producte d’una extensa recerca bibliogràfica. La Taula 2 
de [152] (veure pàgina 90) mostra l’abundància relativa de les 
diferents famílies de proteïnes que van ser identificades en ambdós 
transcriptomes. Per a cadascuna d’elles es va estudiar la seva 
expressió diferencial, trobant que 4 toxines del verí estaven 
expressades de forma diferent entre l’organisme adult i el juvenil. A 
més, en un intent per determinar el grau de similitud de seqüència 
entre aquests transcrits, es va obtenir el nombre de seqüències 
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compartides entre ambdós transcriptomes i aquelles expressades de 
forma única per cada organisme. Aquests resultats apareixen a la 
Taula 3 i la Figura 3 de [152] (veure pàgines 91 i 92 respectivament). 
Els miRNA 
Es va dur a terme la seqüenciació de dues llibreries de RNA de 
molècules de mida inferior a 200 nucleòtids amb un Ion Torrent PGM, 
una per a l’individu adult i una per a l’individu juvenil. Aquest procés 
va donar lloc a 515,040 lectures (aproximadament 12 Mbases) i 
314,592 (aproximadament 7.5 Mbases) respectivament, que van ser 
processades per valors de qualitat de la seqüenciació i eliminant 
possibles adaptadors. Aquestes lectures van ser agrupades per 
homologia de seqüència, i aquell conjunt de seqüències amb un mínim 
de 100 lectures cadascun (veure Taula 4b [152], veure pàgina 93) va 
ser classificat segons si estava expressat de forma única en un dels dos 
transcriptomes o de forma compartida per ambdós. En aquest darrer 
cas es van obtenir 151 grups de seqüències, l’anàlisi dels quals va 
mostrar una distribució desigual entre les dades de l’individu juvenil i 
l’adult. És a dir, d’entre els miRNA amb una freqüència de 1000 
còpies o superior, els miRNA més expressats a l’individu juvenil 
mostraven una baixa abundància a l’individu adult i viceversa (Figura 
5 de [152], veure pàgina 94). Aquesta distribució desigual suggeria un 
mecanisme de regulació pel qual un transcriptoma pot donar lloc a 
diferents composicions del verí. 
La caracterització d’aquest potencial mecanisme de regulació va 
implicar l’ús de les eines bioinformàtiques adients per a determinar: i) 
Predicció de potencials dianes dels miRNA en els fragments 3’-UTR 
dels transcrits identificats com a PLA2 i SVMP dels transcriptomes 
adult i juvenil, mitjançant miRanda [153] i ii) Predicció de seqüències 
codificants de miRNA per criteris de conservació de seqüència i 
d’alineament amb seqüències miRNA descrites, mitjançant MapMi 
[154]. En el primer cas miRanda va predir 10 miRNAs 
complementaris a la regió 3’-UTR de transcrits de Crotalus simus 
simus identificats com a SVMP (5 compartits entre l’adult i el juvenil i 
5 exclusius de l’individu juvenil) i 3 miRNAs provinents de l’individu 
adult amb complementarietat a seqüències de les PLA2 (Figura 6 de 
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[152], veure pàgina 95). L’ús de MapMi per a discernir potencials 
gens ortòlegs de miRNA sobre aquests resultats, va donar lloc, 
finalment, a 3 miRNA provinents de l’individu adult inhibidors de 
transcrits codificants de PLA2 i a 2 miRNA provinents de l’individu 
juvenil inhibidors de seqüències SVMP. Cal destacar, tal i com 
apareix a la Figura 6 de [152], que 590 còpies del miRNA 2166, 
inhibidor de la subunitat B de la crotoxina (PLA2), va ser trobat 
exclusivament al transcriptoma de l’individu adult, mentre que 1,185 
còpies del miRNA 2578, complementari al mRNA d’una SVMP tipus 
PIII, va ser trobat de forma exclusiva al transcriptoma de l’individu 
juvenil. 
Comparativa transcriptoma - proteoma 
La Figura 4 de [152] (veure pàgina 92) mostra la comparativa de la 
composició relativa de famílies proteïques del transcriptoma de 
l’individu adult i juvenil. Tal i com serà discutit més endavant, de 
forma similar a com succeïa a [147], la composició general dels 
transcriptomes de l’individu adult i juvenil són molt més similars entre 
ells que els respectius proteomes, indicant que el verí podria estar 
sotmès a un control ontogenètic post-transcripcional pel qual 
transcriptomes similars donen lloc a fenotips del verí diferents en el 
qual podrien intervenir els miRNA tal i com hem vist anteriorment. 
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Capítol 3 
M. Van der Laat, J. Fernández, J. Durban, E. Villalobos, E. Camacho, 
J.J. Calvete, i B. Lomonte, «Amino acid sequence and biological 
characterization of BlatPLA2, a non-toxic acidic phospholipase 
A2 from the venom of the arboreal snake Bothriechis lateralis 
from Costa Rica», Toxicon, vol. 73, p. 71-80, 2013 
 
En aquest estudi es va aïllar i caracteritzar una nova PLA2 II acídica 
(BlatPLA2, UniProt C0HJC1) del verí de Bothriechis lateralis que 
mostra diferències significatives amb les PLA2 prèviament descrites, 
cosa que pot aportar un marc comparatiu important per tal de 
determinar aquelles bases moleculars responsables de l’elevada 
toxicitat observada en les PLA2 bàsiques, una toxicitat moderada en 
les PLA2 àcides descrites fins ara. Així, el paper que juguen en el verí 
aquestes PLA2 àcides mancades d’activitat farmacològica és quelcom 
desconegut, i determinades hipòtesis apunten a un paper digestiu de la 
presa en un caràcter ancestral retingut, més que no pas 
d’immobilització o tòxic. 
Aquesta proteïna, que pot arribar a representar el 9% del proteoma de 
Bothriechis lateralis, va ser caracteritzada per tècniques de biologia 
molecular per valorar la seva activitat letal, el reconeixement 
immunològic, la formació d’edema i l’activitat anticoagulant entre 
altres. La determinació de la seva seqüència d’aminoàcids va permetre 
un alineament múltiple entre aquesta PLA2 i les 26 seqüències de 
PLA2 que van mostrar major homologia de seqüència en una recerca a 
la base de dades del NCBI usant blast, obtenint el percentatge més 
elevat de similitud amb una PLA2 aïllada del verí de Lachesis 
stenophrys (78%) i conservant les 14 cisteïnes que conformen el patró 
que defineix aquest grup de proteïnes (Figura 4 de [155], veure pàgina 
112). Aquest alineament múltiple va permetre una estimació de la 
relació filogenètica entre aquestes proteïnes (Figura 5 de [155], veure 
pàgina 113). Aquesta estimació va ser capaç de separar clarament els 
enzims àcids dels bàsics, i va situar la BlatPLA2 en una posició basal 
dins del grup dels enzims àcids dels vipèrids del Vell i del Nou Món, 
com a una branca germana de totes les PLA2 àcides analitzades amb 
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excepció de dos enzims pertanyents a Agkistrodon halys que van 
donar lloc a un clade independent. 
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Capítols 1 i 2 
Seqüenciació i ensamblatge  
En el moment de redacció d’aquest treball, les tècniques NGS han 
servit per caracteritzar els transcriptomes de 11 espècies de cròtals 
(Bothrops asper, Cerrophidion sasai, Atropoides mexicanus, 
Atropoides picadoi, Bothriechis lateralis, Bothriechis schlegelii, 
Crotalus simus, Crotalus horridus, Crotalus adamanteus, Ovophis 
okinavensis i Protobothrops flavoviridis) dos colúbrids (Atractaspis 
aterrima i Thamnophis elegans) i un elàpid (Micrurus fulvius) en 9 
estudis diferents [146, 147, 152, 156–161]. En aquests estudis s’han 
empleat dos tipus diferents de tecnologia NGS: per a 5 d’ells es van 
utilitzar les lectures més llargues obtingudes amb 454, mentre que per 
a 4 estudis es va usar Illumina, 3 d’ells realitzats al llarg de 2013, en 
una clara tendència de l’evolució del mercat de la tecnologia de 
seqüenciació d’alt rendiment tal i com ja ha sigut explicat 
anteriorment (veure Introducció). Així, segons Rokyta i col·laboradors 
[156], la diferència en longitud de lectura entre 454 i Illumina era 
compensada per l’augment, en dos ordres de magnitud, del nombre 
total de lectures resultants del procés de seqüenciació d’aquest últim. 
D’aquesta manera, mentre el nombre de lectures obtingudes amb 454 
no va superar en cap cas les 800.000 lectures per procés de 
seqüenciació, el nombre de lectures totals per als treballs realitzats 
amb Illumina va oscil·lar des dels aproximadament 13 milions de 
lectures per a la caracterització dels cròtals originaris de Japó 
(Ovophis okinavensis i Protobothrops flavoviridis), fins a les més de 
96 milions de lectures usades per a la caracterització de Crotalus 
adamanteus. La quantitat de nucleòtids seqüenciats en el nostre cas va 
ser de 62 Mbases per al total del 8 transcriptomes caracteritzats a 
[147] i de 190 Mbases per a l’estudi de Crotalus simus on es va usar 
454 amb química Titanium. En conjunt, els treballs realitzats amb 454 
van assolir un màxim de 249 Mbases en la caracterització d’ 
Atractaspis aterrima mentre que aquest mateix valor en els estudis on 
es va usar Illumina va arribar a les més de 19 Gbases seqüenciades de 
Crotalus adamanteus. 
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En tots els casos excepte [147], les lectures obtingudes van ser 
ensamblades mitjançant diferents algoritmes bioinformàtics. Diversos 
factors ens van empènyer a ometre el procés d’ensamblatge en els 
transcriptomes caracteritzats a [147]: en primer lloc, només el 58.4% 
de les lectures van ensamblar per donar lloc a contigs, dels quals 
aproximadament el 43% estava format per només dues lectures. En 
aquest punt cal destacar que els estudis realitzats amb 454 sobre els 
transcriptomes de Crotalus simus a [152], Thamnophis elegans i 
Crotalus adamanteus van donar lloc a un nombre de lectures 
ensamblades superior al 80% i el nombre de contigs amb dues lectures 
en la caracterització del primer anava des de l’1.43% fins al 10% per a 
l’individu adult i juvenil respectivament, mentre que més de 24,000 
contigs d’un total 24,773 estaven formats per dues o més lectures en 
[157]; i en segon lloc, l’ensamblatge no suposava una millora de la 
longitud dels transcrits, obtenint una diferència molt petita entre la 
longitud mitjana de les lectures i dels contigs (186.6 i 208.2 
respectivament). En els ensamblatges realitzats per als transcriptomes 
de Crotalus adamanteus i Thamnophis elegans el guany en la longitud 
mitjana dels transcrits va ser de 213 i 215 nucleòtids respectivament. 
En conjunt, el mal resultat del nostre millor ensamblatge ens va 
conduïr a la decisió d’anotar les lectures de forma individual a [147], 
cosa que va estar recolçada pel fet que estudis transcriptòmics previs 
en organismes no model mitjançant NGS incloïen l’anotació dels 
singletons que, juntament amb els contigs, eren tractats com a 
potencials unigens [162]. 
Així, en el nostre cas, el percentatge de lectures ensamblades i la 
longitud mitjana dels contigs obtinguts van resultar paràmetres 
determinants per a la decisió d’anotar les lectures de forma individual 
d’una manera tan eficient com la tradicional seqüenciació Sanger 
[163]. En aquest sentit, en absència d’un genoma de referència, 
l’avaluació de la validessa i utilitat d’un ensamblatge ha fet ús de 
diferents tipus de paràmetres com són el nombre de contigs obtinguts, 
la seva longitud màxima i longitud mitjana, el nombre de lectures 
sense ensamblar i l’estadístic N50 (la longitud dels contigs per la qual 
usant contigs d’aquest valor o superior obtenim el 50% de les bases 
ensamblades), entre d’altres. Fins a la data, però, no està clar quins 
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paràmetres poden realment valorar la qualitat d’un ensamblatge d’una 
forma acurada [164]. 
Anotació funcional 
Una vegada obtingudes les lectures i contigs dels diferents processos 
de seqüenciació que van ser duts a terme durant el desenvolupament 
d’aquest treball, l’estratègia definida implicava la recerca 
d’homologies en diferents bases de dades. En concret, tal i com ja s’ha 
detallat en els Resultats, es van anotar 10 transcriptomes pertanyents a 
7 espècies diferents. D’aquesta manera, tal i com podem veure a les 
Taules 5 i 6 (pàgines 121 i 127 respectivament), Crotalus simus va ser 
seqüenciat en el conjunt dels 8 transcriptomes amb 454 donant lloc a 
un 16,1% de les lectures amb un resultat blast positiu (un 30,4% per al 
conjunt dels 8 transcriptomes), mentre que el transcriptoma d’un 
individu juvenil i d’un individu adult seqüenciats amb 454 Titanium 
van donar lloc al 63,86% i 49.97% dels contigs amb resultat positiu 
respectivament. A la llum d’aquests resultats, tant el guany en 
longitud de transcrit que va suposar l’ensamblatge (193.6 nucleòtids 
per a les lectures individuals anotades a [147], i 777.8 i 560.87 per als 
contigs obtinguts per a l’individu adult i juvenil respectivament a 
[152]) com la possible millora en la tecnologia de seqüenciació en la 
química Titanium, podrien ser la causa de la millora de resultats blast 
obtinguts. Tanmateix, l’alt percentatge de lectures sense una 
homologia significativa a una seqüència coneguda obtingut a [147] no 
s’allunya dels resultats obtinguts en altres estudis similars. Així, el 
87% de lectures ensamblades en 96,379 contigs a [146] va donar lloc 
a un 34% d’homologies. De la mateixa manera, només el 45.6% dels 
2,855 contigs obtinguts a [107] van mostrar una homologia a una 
seqüència del GenBank. Finalment, el nostre percentatge de resultats 
positius per al conjunt dels 8 transcriptomes va ser molt superior a 
l’obtingut a [165], estudi en el qual es va obtindre el 15.5 %. 
Una vegada obtingudes homologies de les nostres seqüències amb 
seqüències depositades en bases de dades, es van identificar aquelles 
pertanyents al subordre Serpentes i aquelles que formaven part de les 
proteïnes de verí. El 67% de les lectures identificades com a 
pertanyents al subordre Serpentes a [147] i el 47.78% i el 69.55% dels 
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contigs obtinguts per a l’individu adult i juvenil respectivament a 
[152], van poder ser identificades mitjançant una acurada llista de 
paraules clau. Així, els resultats obtinguts podrien reflectir la pobresa 
de seqüències de membres del subordre Serpentes no pertanyents al 
verí en les diferents bases de dades o respondre a una alta 
especialització del tipus cel·lular existent a les glàndules per a la 
producció de proteïnes específiques del verí. En aquesta darrera 
hipòtesi cal destacar els resultats obtinguts per Rokyta i col·laboradors 
en la seqüenciació del transcriptoma de Crotalus adamanteus amb 454 
[157]. En l’anotació de toxines l’estudi va identificar un 11% dels 
contigs i un 46% de les lectures individuals, un motiu indicador més, 
segons els autors, de la sobreexpressió de toxines en la glàndula del 
verí. En el mateix sentit, la caracterització del transcriptoma de 
Micrurus fulvius [160] va donar lloc a un 45.8% de lectures 
pertanyents a toxines. 
Composició del transcriptoma 
L’anotació funcional dels trancriptomes ens va permetre la 
caracterització d’aquests pel que fa les principals proteïnes del verí de 
les serps, descrites a la Introducció. A més, també es van trobar altres 
proteïnes com les hialuronidases, els inhibidors de proteases tipus 
Kazal, les disulfit isomerases i determinats elements mòbils com 
SINEs (de l’anglès Short Interspersed repetitive Element) i LINEs (de 
l’anglès Long Interspersed repetitive Element). 
L’existència de les primeres en el verí de les serps està més 
relacionada amb l’expansió de les toxines a la sang i als teixits que 
amb una activitat tòxica pròpiament dita. És considerada, així, un 
component no tòxic del verí. Tanmateix, la degradació de l’àcid 
hialurònic de la matriu extracel·lular per part de la hialuronidasa 
esdevé un element essencial per a l’expansió sistèmica de les toxines 
d’una manera molt més ràpida a com ho farien per simple difusió 
[166]. 
Respecte als inhibidors de proteases tipus Kazal, aquestes proteïnes 
havien estat prèviament identificades només en el proteoma de 
Bothriechis schlegelii [167], amb dubtes sobre el seu origen glandular. 
En la caracterització dels transcriptomes feta a [147], es van trobar 
Discussió 
 139 
lectures codificants per a aquesta proteïna en les dues serps 
pertanyents al gènere Bothriechis, recolçant la idea d’un reclutament 
específic de gènere [168]. 
La majoria de proteïnes del verí estan caracteritzades per un elevat 
nombre de residus de cisteïnes que donen lloc a ponts disulfur intra- i 
intermoleculars. Així, no va resultar sorprenent observar que 
aproximadament un 5% les lectures dels transcriptomes caracteritzats 
a [147] van donar una homologia de seqüència amb una disulfit 
isomerasa, un enzim involucrat en la formació de ponts disulfur al 
reticle endoplasmàtic [169]. 
Cal destacar també la presència de toxines de tres dits (3FTX, de 
l’anglès “Three finger toxins”) i d’Ohanina en tots els transcriptomes 
caracteritzats a [147] i en el transcriptoma adult i juvenil caracteritzats 
a [152]. Les 3FTXs són proteïnes no enzimàtiques del verí que 
contenen entre 60 i 74 aminoàcids amb una estructura de 3 fulles β 
que s’extenen des d’un nucli central conservat, globular i hidrofòbic 
[170]. Han estat llargament descrites en els verins dels elàpids, i la 
seva presència en membres de la subfamília Crotalinae només s’ha 
pogut comprovar en el verí d’Atropoides mexicanus [171]. La 
Ohanina, per la seva banda, és una proteïna de 107 aminoàcids, amb 
un únic residu de cisteïna. Com les 3FTX, és una proteïna 
característica en membres de la família Elapidae, i en vipèrids només 
s’ha descrit un transcrit similar a Lachesis muta [109] i en els treballs 
desenvolupats per Rokyta i col·laboradors sobre Crotalus 
adamanteus, on tant 454 com Illumina van poder detectar un transcrit 
que codificava per aquesta proteïna, causant de dolor i hipolocomoció 
en ratolins segons els estudis realitzats per Pung i col.·laboradors 
[172]. 
En el nostre cas, però, ambdós tipus de proteïnes no semblaven donar 
lloc a productes gènics funcionals, ja que les lectures i contigs 
identificats no van poder ser localitzats en un ORF, amb excepció de 
dues lectures en les dues espècies del gènere Atropoides 
caracteritzades a [147] (Taula 3 de [147], veure pàgina 73). En cap cas 
la seqüenciació del transcriptoma de Crotalus simus va donar lloc a 
lectures dins del CDS (de l’anglès, “Coding sequences”). Així, la 
presència de mRNA corresponents a fragments UTR podria respondre 
a transcrits seqüenciats de forma incompleta, a un esbiaix causat pel 
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mètode de síntesi del cDNA (que produeix llibreries de cDNA 
enriquides en fragments 3’-UTR) o a la presència de pseudogens. 
És rellevant també la presència d’elements mòbils en les nostres 
caracteritzacions, que, d’altra banda, també va ser observada en 
l’estudi amb NGS del colúbrid Atractaspis aterrima i en altres estudis 
previs a partir dels EST resultants de la seqüenciació de determinats 
cròtals com Bothrops insularis, Lachesis muta, del colúbrid 
Philodryas olfersii i en els gens de les PLA2 de Vipera ammodytes i 
Protobothrops flavoviridis. Tot i que la seva rellevància funcional a 
les glàndules continua sent desconeguda, aquests elements apareixen 
sobreexpressats en gens d’evolució ràpida, suggerint la seva possible 
implicació en la diversificació i expansió d’aquestes famílies 
gèniques. 
Finalment, els nostres estudis dels transcriptomes de Crotalus simus 
van coincidir amb els de Rokyta i col·laboradors en l’anotació de les 
toxines més representades en els transcriptomes del gènere Crotalus. 
Així, les serines proteases semblen ser la familia més abundant de 
toxines, indicant que la disrupció del sistema hemostàtic de la presa és 
un mecanisme primari d’incapacitació d’aquest gènere. 
Regulació post-transcripcional 
Un dels objectius del treball proposat en aquesta tesi doctoral va ser 
intentar esbrinar l’existència de mecanismes de regulació per tal 
d’explicar la varibilitat observada en la composició final del verí. 
Per això, es van seqüenciar individus de la costa atlàntica i de la costa 
pacífica de Bothrops asper (veure Annex I, pàgina 151) i es va 
seqüenciar un individu adult i un individu juvenil de Crotalus simus. 
En ambdós casos, la composició del transcriptoma va resultar ser molt 
més similar entre els individus de la mateixa espècie que la 
composició final del verí (Figura 4 de [147] i Figura 4 de [152], 
pàgines 75 i 92 respectivament), suggerint un mecanisme de regulació 
post-transcripcional. 
Tal i com ja havia estat descrit anteriorment [173], diferències 
observades en la concentració de proteïnes són només atribuïbles en 
un 20 - 40% a la diferència de concentració de mRNA, posant de 
manifest la importància de la regulació post-transcripcional. La 
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caracterització computacional dels miRNAs de Crotalus simus, com a 
complement de les clàssiques aproximacions genètiques, va voler 
donar un pas més en aquesta direcció Els miRNA són una classe 
d’RNA petit (aproximadament 22 nucleòtids), de cadena única, no 
codificants, que han estat descrits com a reguladors negatius de 
l’expressió gènica en organismes eucariotes [122]. Aquestes 
seqüències, conservades entre diferents organismes [174], presenten 
característiques específiques com són la multiplicitat (un miRNA 
inhibeix l’expressió de diferents gens) i la cooperativitat (un gen és 
inhibit per diferents miRNAs) [153], característiques que van ser 
considerades en el nostre treball per tal de reduïr al màxim el resultat 
de falsos positius. 
L’estudi de la potencial participació dels miRNA en l’expressió 
diferencial ontogenètica observada en Crotalus simus va ser dut a 
terme mitjançant dues aproximacions: a nivell de la pròpia seqüència 
del miRNA i de la seva conservació en altres organismes, i a nivell de 
la seqüència diana en les regions UTR dels transcrits de les SVMP i 
les PLA2 identificats en la caracterització dels transcriptomes de 
l’individu adult i de l’individu juvenil. D’aquesta manera, en absència 
d’un genoma de referència, l’estratègia basada en la recerca 
d’homologies és l’aproximació més adient per a la identificació de 
gens codificants de miRNA [175, 176]. Així, el nostre treball va 
implicar la recerca d’homologies a la miRBase [177], un repositori de 
precurssors i seqüències madures de miRNA principalment 
d’organismes model, que, a data de redacció d’aquesta tesi, compta 
amb 28,645 seqüències diferents (http://www.mirbase.org, versió 21). 
Els resultats positius d’aquesta recerca d’homologia ens va permetre 
un anàlisi comparatiu de conservació de seqüències entre organismes, 
com un tret distintiu dels miRNA tal i com ja s’ha comentat. 
Per altra banda, les prediccions computacionals de dianes dels 
miRNAs han estat usades en la identificació de seqüències en 
diferents organismes [153, 178]. La majoria d’aquestes aproximacions 
computacionals estan basades en determinades característiques 
empíriques [179]: i) Un patró d’aparellament de bases entre el miRNA 
i el mRNA, ii) Determinades propietats termodinàmiques d’aquest 
aparellament de bases, i iii) Múltiples dianes per un mateix miRNA, 
segons la multiplicitat comentada anteriorment. 
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Paral·lelament, la variabilitat geogràfica i ontogenètica de Bothrops 
asper ha estat descrita prèviament a partir d’aproximacions 
proteòmiques [180]. El grau de similitud en la composició del verí 
entre les poblacions del Pacífic i del Carib (Figura 13) semblava estar 
proper al 52%. Tanmateix, tal i com discutirem a l’Annex I, aquestes 
diferències poden respondre, o bé a una regulació post-transcripcional 
que doni lloc a una expressió diferencial de gens similars, o bé que 
l’aïllament de les dues poblacions fa 5-8 milions d’anys ha augmentat 
la complexitat genòmica d’aquests organismes en un fenòmen 
normalment associat amb el reclutament de noves funcions o 
fenòmens d’especiació. Dos resultats més del nostre treball exposats, a 
l’Annex I, apunten a aquesta regulació post-transcripcional: per un 
cantó, l’existència de mRNA codificant en la població atlàntica de 
Bothrops asper per a pèptids trobats de forma exclusiva mitjançant 
tècniques proteòmiques en el verí de la població pacífica de Bothrops 
asper, recolça a nivell de seqüència la similitud de perfils 
transcriptòmics observats entre ambdues poblacions (veure Figura 4 
[147]). En segon lloc, la majoria (9 sobre 12) de fragments peptídics 
d’una SVMP trobats de forma exclusiva en la variant atlàntica tenien 
una seqüència nucleotídica codificant en la variant del Pacífic sense 
observar el corresponent pèptid en el seu proteoma.  
Cal fer esment, però, que la menor quantitat de dades de seqüenciació 
del transcriptoma obtingudes per a la variant del Pacífic, podria 
explicar el fet que determinats pèptids observats en ambdós proteomes 
només van poder ser trobats en lectures codificants de la variant del 
Carib. 
Sigui com sigui, la predicció computacional de seqüències de miRNA 
i de les seves dianes suposa un repte per a la comunitat científica que 
necessitarà ser validada per mètodes experimentals com, per exemple, 
Northern Blot. 
Discussió 
 143 
 
 
Figura 13. Distribució de les poblacions de Bothrops asper a Costa Rica. Mapa 
físic de Costa Rica mostrant la distribució geogràfica de Bothrops asper (àrea 
ratllada). (Imatge obtinguda de [180]) 
 
Capítol 3 
Les bases moleculars de la toxicitat de les PLA2 només són 
parcialment conegudes i la correlació de l’estructura tridimensional 
amb determinades funcions tòxiques és una àrea intensa de recerca 
[181]. De forma general, però, les PLA2 bàsiques semblen ser més 
tòxiques que les seves parents àcides, descrites com a mancades de 
qualsevol activitat tòxica [182] o causants d’una moderada 
miotoxicitat [183]. L’existència d’una PLA2 àcida monomèrica a 
Bothriechis lateralis (el verí de la qual, d’altra banda, no conté cap 
PLA2 bàsica), podria respondre a diferents motius. En primer lloc, 
aquesta PLA2 podria resultar tòxica per a determinats organismes i no 
a d’altres. Tanmateix, el principal component de la dieta de 
Bothriechis lateralis són els ratolins, que no manifesten símptomes 
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d’activitat tòxica després de la injecció de la proteïna. En segon lloc, 
l’existència de possibles sinergismes entre diferents toxines tal i com 
ja s’ha demostrat a Bothrops alternatus [184] podrien atribuir a la 
BlatPLA2 un paper potenciador de l’efecte tòxic d’altres proteïnes del 
verí com les metaloproteases. Finalment, i en consonància amb la 
nostra estimació filogenètica, la BlatPLA2 podria suposar un 
remanent evolutiu en el procés que va transformar les PLA2 
fisiològiques en toxines, adquirint una funció pre-digestiva, retenint 
carcterístiques d’una PLA2 ancestral sense evolucionar cap a la seva 
potent toxicitat. 
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1. L’anàlisi dels transcriptomes de diferents espècies de serp 
costa-riquenyes mitjançant NGS, ha revelat tendències 
específiques per a cada tàxon que governen la formulació del 
verí. 
2. La caracterització de l’activitat transcripcional de les glàndules 
del verí d’un individu adult i d’un individu juvenil de Crotalus 
simus ha revelat uns perfils transcriptòmics molt similars entre 
ells, suggerint que el mecanisme pel qual es genera la 
divergència ontogenètica observada en la composició final del 
verí podria actuar de manera post-transcripcional, de tal forma 
que el silenciament de l’expressió d’mRNA podria explicar la 
composició del verí observada en ambdós individus. 
3. La predicció computacional de miRNA va donar lloc a 3 
seqüències provinents de l’individu adult inhibidors de 
transcrits codificants de PLA2 i a 2 miRNA provinents de 
l’individu juvenil inhibidors de seqüències SVMP. 
4. La divergència en els fenotips de les variants geogràfiques del 
Pacífic i del Carib de Bothrops asper podria tindre el seu 
origen en aquesta regulació post-transcripcional. Així, el 
nostre treball va localitzar transcrits codificants per a 
determinats pèptids exclusius d’una població en l’altra, en una 
clara indicació d’una regulació post-transcripcional. 
5. S’ha caracteritzat la relació filogenètica entre una PLA2 no 
tòxica no descrita fins ara al verí de Bothriechis lateralis i les 
26 seqüències de PLA2 que van mostrar una major homologia 
de seqüència. 
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Estudi de la divergència molecular entre diferents 
poblacions de Bothrops asper 
Introducció 
Els resultats previs publicats a [147] ens van mostrar que els diferents 
mRNAs estan controlats d’una forma depenent d’espècie i que les 
diferències observades entre el transcriptoma i el proteoma podrien ser 
explicades per la diferent estabilitat i el diferent grau de traducció 
d’aquests missatgers. 
Per altra banda, diferències geogràfiques i ontogenètiques de la 
composició final del verí han estat demostrades entre les poblacions 
costa-riquenyes del Pacífic i del Carib de Bothrops asper [180, 185]. 
Aquestes dues poblacions, separades per diferents cadenes 
muntanyoses exteses diagonalment al llarg de tot el país, representen 
comunitats reproductivament aïllades [186]. D’aquesta manera, 
l’existència de variabilitat intraespecífica, deixa entreveure el 
concepte que les espècies deurien ser considerades com un grup de 
metapoblacions. 
A partir de la feina realitzada en el nostre laboratori en la 
caracterització dels transcriptomes de glàndules de verí de serps costa-
riquenyes, es va intentar estudiar la història molecular de les 
principals toxines amb activitat enzimàtica de les poblacions del Carib 
i del Pacífic de Bothrops asper. L’anàlisi en detall de forma conjunta 
de les seqüències nucleotídiques deduïdes a partir del procés de 
seqüenciació explicat anteriorment i els pèptids obtinguts en la seva 
caracterització proteòmica, ens podria ajudar a explicar potencials 
mecanismes de regulació que governen la manera per la qual les dues 
poblacions mostren uns transcriptomes molt similars però difereixen 
en la composició relativa de les toxines en els seus proteomes. 
Aquests potencials mecanismes de regulació podrien correspondre a 
fenòmens de tipus post-transcripcional o traduccional, donant lloc a 
una expressió específica d’unes mateixes seqüències gèniques o, 
d’altra banda, l’aïllament d’ambdues poblacions per diferents cadenes 
muntanyoses fa 5-8 milions d’anys podria haver augmentat la 
complexitat genòmica d’aquestes seqüències, donant lloc a gens 
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específics de cada població, en un fenòmen normalment associat al 
reclutament de noves funcions o fenòmens d’especiació. 
Mètodes 
A partir del treball desenvolupat anteriorment i explicat al Capítol 1, 
es va deduir computacionalment la seqüència d’aminoàcids de les 
principals toxines amb activitat enzimàtica (segons la seva 
abundància) per a cadascuna de les dues poblacions de Bothrops 
asper.  
En un intent d’estudiar la correlació entre el transcriptoma i el 
proteoma, aquestes seqüències d’aminoàcids, obtingudes a partir de la 
traducció de les seqüències nucleotídiques obtingudes mitjançant la 
seqüenciació del transcriptoma, i les seqüències d’aminoàcids 
obtingudes prèviament mitjançant tècniques proteòmiques [180], van 
ser usades en un alineament múltiple en el que anteriorment hem 
anomenat “proteotranscriptòmica” (veure Introducció, 
Transcriptòmica i proteòmica). 
Donat que la majoria d’errors de la tecnologia de seqüenciació 454 
han estat localitzats en regions d’homopolímers, els alineaments 
múltiples obtinguts van ser inspeccionats de forma visual, i allà on va 
ser possible, es van corregir canvis de pauta de lectura. Això va donar 
lloc a un conjunt de seqüències aminoacídiques i nucleotídiques 
lliures d’error adients per determinades anàlisis posteriors. 
 
Resultats i discussió 
Pocs treballs han usat la tecnologia 454 amb finalitats filogeogràfiques 
donat que les lectures resultants del procés de seqüenciació són més 
curtes que els productes resultants de la clàssica seqüenciació Sanger, 
el nombre d’errors és més elevat i la tecnologia, tal i com hem 
comentat, és sensible a regions d’homopolímers. A més, l’ús 
d’aquestes lectures curtes en estudis filogenètics pot donar lloc a 
regions sense cobertura en l’alineament múltiple previ a qualsevol 
consideració filogenètica. Tanmateix, segons John J. Wiens, més que 
la manca de dades, sembla que els caràcters existents coincidents entre 
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diferents tàxons són crítics per a resoldre determinades relacions 
filogenètiques [187]. 
Tot i els incovenients esmentats, des que la tecnologia NGS ha 
esdevingut una eina ordinària en molts laboratoris, s’han dut a terme 
diferents intents per tal d’usar les lectures resultants en la inferència 
de determinades relacions filogenètiques. Així, Roeding i 
col·laboradors van dur a terme uns estudis filogenètics usant un 
conjunt de seqüències de cDNA d’hemocianines de l’escorpí 
Pandinus imperator [162] obtingudes mitjançant 454. Més 
recentment, John E. McCormack va concloure que seqüències 
obtingudes mitjançant 454 podrien ser útils per a estudis filogenètics, 
genètica de poblacions o amb objectius filogeogràfics, especialment 
per a espècies properes [188]. Així, tot i ser incompletes, la majoria de 
seqüències obtingudes mitjançant 454 resulten d’utilitat per a 
identificar quina toxina ha estat identificada en la caracterització del 
transcriptoma, i més concretament en el nostre cas, del transcriptoma 
de les glàndules del verí de les serps. 
D’altra banda, cal esmentar que la majoria d’estudis s’han limitat a 
seqüències gèniques sintètiques mitocondrials, i pocs estudis han usat 
gens nuclears. Les seqüències mitocondrials, amb una més elevada 
taxa de canvi que les seqüències gèniques nuclears, podrien amagar 
l’estimació filogenètica d’espècies més allunyades, i pel que fa les 
toxines trobades al verí de les serps, només dos estudis s’han dut a 
terme mitjançant seqüències gèniques de serines proteases [189] i de 
disintegrines [190]. 
 
LAAO 
La seqüenciació del transcriptoma descrita al Capítol 1 i l’anàlisi 
posterior de les dades obtingudes, va donar lloc a dues seqüències 
nucleotídiques codificants per a una L-aminoàcid oxidasa per a cada 
variant de Bothrops asper, l’anàlisi de les quals no va mostrar cap 
expressió diferencial entre les poblacions ja que cadascuna d’elles va 
trobar una homologia igual o superior al 98% a una seqüència de 
l’altra població. 
Annex 
 154
Per la seva banda, els estudis proteòmics previs havien descrit 9 
fragments peptídics comuns a ambdues poblacions [180]. Aquests 
pèptids van poder ser localitzats inequívocament en la traducció dels 
transcrits. Tanmateix, les seqüències obtingudes del transcriptoma de 
la variant del Pacífic de Bothrops asper estaven localitzades a 
l’extrem N-terminal de la proteïna, la traducció de les quals va donar 
lloc a un fragment de 89 aminoàcids de longitud. La manca de dades 
provinents del procés de seqüenciació per a la població del Pacífic 
podria ser la causa per la que només 4 pèptids d’un total de 9 van ser 
trobats realment en ambdues poblacions tal i com podem veure a la 
Taula 7. 
 
Fragment peptídic Població    Traducció   Traducció  
    Pèptid         Carib     Pacífic 
 
NPLEECFR  Ambdues   NPLEECFR  NPLEECFR 
DPGVLEYPVKPSEVGK Ambdues  DPGVLEYPVKPSEVGK 
FWEDDGIHGGK  Ambdues  FWEDDGIHGGK                 FWEDDGIHGGK 
EGWYANLPGMR  Ambdues  EGWYANLGPMR 
SAGQLYEESLQK  Ambdues  SAGQLYEESLQK 
IYFAGEYTAQAHGWIDSTIK Ambdues  IYFAGEYTAQAHGWIDSTIK 
ETDYEEFLEIAK  Ambdues  ETDYEEFLEIAR                 ETDYEEFLEIAK 
ETLSVTADYVIVCTTSR Ambdues  ETLSVTADYVIVCTTSR 
ADDRNPLEECFRETD Ambdues  ADDRNPLEECFRETD   ADDRNPLEECFRETD 
 
 
Taula 7. Fragments peptídics corresponents a L-aminoàcid oxidases localitzats 
a dades transcriptòmiques. Fragments peptídics de LAAOs de les poblacions del 
Pacífic i del Carib de Bothrops asper obtinguts mitjançant l’aproximació venomics 
(veure Introducció) per Alape-Girón i col·laboradors, van ser trobats de forma 
majoritària a la traducció de les seqüències nucleotídiques obtingudes per 
seqüenciació del transcriptoma d’ambdues poblacions. 
 
SVSPs 
Pel que fa les serines proteases, l’estudi de les dades 
transcriptòmiques va donar lloc a 15 seqüències nucleotídiques per a 
la població del Carib de Bothrops asper, mentre que només una única 
seqüència es va obtindre de la variant del Pacífic. La distribució 
desigual de lectures en el procés de seqüenciació entre ambdues 
poblacions, ja esmentada en el cas de les LAAOs, va donar lloc a un 
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conjunt incomplet de seqüències nucleotídiques, especialment en la 
població del Pacífic. Aquesta podria ser la raó per la qual, tal i com 
veurem a continuació, cap fragment peptídic va trobar una homologia 
significativa en la traducció de les dades transcriptòmiques obtingudes 
de la variant del Pacífic. 
Tanmateix, cal destacar que l'alineament múltiple d'aquestes 
seqüències nucleotídiques ens va permetre la visualització de la tríada 
catalítica característica del lloc actiu de les serines proteases [191] així 
com de les 12 cisteïnes conservades que participen en la formació de 6 
ponts disulfur, ja descrites en la caracterització mitjançant tècniques 
crital·logràfiques de la TSV-PA [192]. 
L’anàlisi en profunditat de les seqüències del transcriptoma d'ambdues 
poblacions, ens va mostrar una homologia del 100% entre els 31 
aminoàcids obtinguts de la traducció de la seqüència de la variant del 
Pacífic i una seqüència de la població del Carib. 
Pel que fa la correlació entre el transcriptoma i el proteoma, tal i com 
hem esmentat, no es va trobar cap homologia significativa entre 
fragments peptídics obtinguts mitjançant tècniques proteòmiques i la 
traducció de la seqüència nucleotídica obtinguda per a la població del 
Pacífic. D’altra banda, els 6 pèptids descrits en ambdós proteomes, els 
6 pèptids exclusius de la població del Carib i un parell de pèptids 
exclusius de la població del Pacífic van poder ser trobats en la 
traducció de dades transcriptòmiques de la població del Carib. 
A la llum d’aquests resultats, les diferències en l’expressió de les 
serines proteases no semblaven poder ser explicades només per un 
fenòmen d’especiació, ja que la degradació / inhibició de mRNA 
podria estar jugant un paper important. A més, el fet que una proteïna 
restringida a la població del Pacífic mitjançant tècniques proteòmiques 
aparegui en el transcriptoma de la població del Carib podria apuntar a 
una regulació post-transcripcional que deuria ser comprovada en 
d’altres proteïnes. 
 
SVMPs 
L’estudi de les dades provinents dels transcriptomes de la població del 
Carib i del Pacífic de Bothrops asper va donar lloc a 29 i a 5 
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seqüències codificants de SVMPs respectivament. Malgrat la 
distribució desigual de lectures en ambdues poblacions, ja comentada 
en el cas de les LAAOs i de les SVSPs, la majoria de lectures en 
ambdós casos semblaven poder ser agrupades en una única seqüència. 
D’aquesta manera, a partir dels treballs desenvolupats al Capítol 1, 
3,590 lectures d’un total de 6,746 podien ser agupades en una única 
seqüència d’una SVMPs per a la població del Carib, mentre que 218 
lectures d’un total de 276 van poder ser agrupades també en una única 
seqüència codificant per a una SVMPs en la variant del Pacífic.  
Per altra banda, es van obtindre 12 fragments peptídics únics per a la 
població del Carib, 7 fragments peptídics únics per a la població del 
Pacífic, i 20 pèptids semblaven ser compartits entre ambdues 
poblacions. 
Tal i com ja hem descrit per a les SVSPs, determinades 
característiques estructurals de les seqüències de les SVMPs com els 
residus de cisteïna, el domini peptidasa, el domini disintegrina (amb el 
loop RGD característic) i el domini semblant a disintegrina (de 
l’anglès, disintegrin-like) amb els residus SECD, entre d’altres motius 
característics de les SVMPs detallats a la Introducció, van poder ser 
descrits amb la intenció de trobar diferències significatives en 
l’expressió de les SVMPs entre les poblacions del Carib i del Pacífic 
de Bothrops asper. La Taula 8 mostra la naturalessa de les SVMPs 
més representades en ambdós transcriptomes. Tal i com es pot veure, 
tant el transcriptoma de la variant del Pacífic com de la població del 
Carib semblaven mostrar una única seqüència de SVMPs tipus PI i 
diferents seqüències tipus PIII, recolzant la teoria descrita 
anteriorment al nostre laboratori sobre el model evolutiu que 
explicaria la diversitat de les disintegrines [193]. Cal destacar que en 
cap cas es van trobar seqüències codificants de SVMPs tipus PIIb, 
PIIc, PIId, PIIe ni PIIIa. 
Pel que fa la correlació entre el transcriptoma i el proteoma segons la 
nostra aproximació, 5 pèptids d’un total de 20 trobats al proteoma 
d’ambdues poblacions no van poder ser localitzats a la traducció de 
les dades transcriptòmiques de la variant del Pacífic. D’altra banda, 12 
pèptids semblaven ser exclusius de la població del Carib per 
aproximacions proteòmiques. Tanmateix, només 3 d’ells no van poder 
ser trobats en les dades resultants de la traducció del transcriptoma de 
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la població del Pacífic. Finalment, tots els pèptids obtinguts de forma 
exclusiva en la població del Pacífic van poder ser trobats en el 
transcriptoma de la població del Carib. De fet, 2 d’aquests pèptids no 
van poder ser realment trobats en el transcriptoma del Pacífic, una 
indicació de la manca de cobertura de la llibreria de cDNA 
seqüenciada, tal i com ja hem comentat anteriorment.  
Amb tot, la regulació de la transcripció podria estar al darrere del 
fenotip del verí expressat per les poblacions de Bothrops asper. El fet 
que tots els fragments peptídics van poder ser localitzats mitjançant la 
nostra aproximació “proteotranscriptòmica” a dades provinents del 
transcriptoma de la vessant del Carib, juntament amb el fet que es 
trobessin seqüències de nucleòtids en el transcriptoma de la població 
del Pacífic per a 9 pèptids únicament trobats al verí de la variant del 
Carib, podria apuntar a una regulació post-transcripcional 
intraespecífica més que no pas a una diferència d’arrel gènica. 
 
Població del Carib: 
Tipus de SVMPs  Dis / Dis-like  Residus cisteïna 
 PI       6 
 PIII   SECD    6 
 PIIa   RGD    6 
 PIII   DDCD    6 
 PIIIb   SECD    7 
 
Població del Pacífic: 
Tipus de SVMPs  Dis / Dis-like  Residus cisteïna 
 PI       6 
 PIII   DDCD    5* 
 PIIa       4* 
 PIII       * 
 PIII   SECD    * 
 
 
Taula 8. Estudi estructural de les SVMPs trobades al transcriptoma de 
Bothrops asper del Carib i del Pacífic. La nostra aproximació va permetre la 
classificació de les seqüències nucleotídiques codificants de SVMPs trobades en els 
transcriptomes de les poblacions del Carib i del Pacífic. Es mostren els residus 
localitzats a les regions disintegrina o semblants a disintegrina així com el nombre 
de residus de cisteïna que donen lloc a ponts disulfur característics. 
*, la seqüència del transcriptoma no va cobrir la totalitat del domini peptidasa. 
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PLA2 
A partir de les dades transcriptòmiques es van obtindre 9 seqüències 
d’aminoàcids per a la població del Carib i 4 per a la població del 
Pacífic. D’aquestes, només dues seqüències (una per a cada població) 
van mostrar homologia significativa. Per contra, 8 seqüències 
semblaven ser exclusives de la població del Carib mentre que 3 ho 
semblaven ser de la població del Pacífic. 
Per altra banda, les tècniques proteòmiques van donar lloc a 12 
fragments peptídics compartits per ambdues variants mentre que 8 i 6 
pèptids van resultar exclusius per a les vessants del Carib i del Pacífic 
respectivament. Tal i com s’ha descrit per altres toxines, la totalitat 
dels pèptids identificats van poder ser localitzats en el transcriptoma 
de l’individu del Carib. Així, tot i que determinades seqüències 
peptídiques semblaven restringides a la població del Pacífic, el nostre 
treball va poder trobar els respectius transcrits codificants en el 
transcriptoma de la població del Carib. En el mateix sentit, només 2 
dels 8 pèptids obtinguts en el proteoma de la variant del Carib 
semblaven ser exclusius d’aquesta població, ja que per a la resta es va 
poder localitzar un transcrit codificant en el transcriptoma de la 
població del Pacífic. De fet, tal i com ja s’ha explicat en les toxines 
anteriors, la manca de seqüències del transcriptoma de la població del 
Pacífic sembla ser la causa per la que pèptids descrits com a exclusius 
d’aquesta població no van ser trobats en el seu transcriptoma i sí, en 
canvi, en el transcriptoma de la població del Carib, posant de 
manifest, novament, la probable regulació post-transcripcional. 
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Fontenay-aux-Roses, 07th of July, 2014 
Object : Letter of activity 
 
Dear colleagues, 
 
 I contact you as the main author of the newly accepted manuscript 
titled “Transcriptomics and venomics: implications for medicinal 
chemistry“ by F. Ducancel, J. Durban and M. verdenaud, that has been 
accepted for publication as a Review in Future-Science. More precisely, it 
will be published in the special Issue “Venomics and drug Design” of Future 
Medicinal Chemistry. As corresponding author, I have been informed last 
week of its definitive acceptance for publication.  
 
 As specialist of molecular evolution of animal venoms compounds, 
Mr Jordi Durban has greatly contributed to this manuscript, as shown by the 
chapter dedicated to that topic that he totally written. As requested he wrote 
that chapter with the aim to illustrate the interest of using and exploiting 
transcriptomic data to further progress in our knowledge of venom 
compounds molecular evolution.  
 
 Mr Jordi Durban also accepted to carry out an internal review of the 
manuscript, identifying few points that have been corrected and/or 
completed.  
 
 
 To summarize, I can tell you, that Mr Jordi Durban actively 
contributed to that Review in a very professional manner, revealing an 
exhaustive knowledge of the domain.  
 
 I remain to your disposal if necessary  
 
Regards, 
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Kbases Milers de bases 
Mbases Milions de bases 
Gbases Milers de milions de bases 
Tbases Bilions de bases 
ORF  Marc obert de lectura (de l’anglès Open Reading 
Frame) 
UTR  Regió no traduïda (de l’anglès Untranslated Region) 
miRNA MicroRNA 
NHGRI National Human Genome Research Institute 
PCR  Reacció en cadena de la polimerasa (de l’anglès 
Polimerase Chain Reaction) 
NGS  Seqüenciació de Nova Generació (de l’anglès Next 
Generation Sequencing) 
NCBI  National Center for Biotechnology Information 
SRA  Sequence Read Archive 
kDa  Kilodaltons 
OMS  Organització Mundial de la Salut 
FDA  US Food and Drug Administration 
DNA  Àcid desoxiribonucleic (de l’anglès Deoxyribonucleic 
Acid) 
RNA  Àcid ribonucleic (de l’anglès Ribonucleic acid) 
EST  Expressed Sequence Tag 
ATP  Adenosín trifosfat 
emPCR PCR en emulsió 
CRT  Terminació cíclica reversible (de l’anglès Cyclic 
Reversible Termination) 
SBL  Seqüenciació per ligació (de l’anglès, Sequencing by 
ligation) 
SBS  Seqüenciació per síntesi (de l’anglès Sequencing by 
synthesis) 
SMRT  Seqüenciació en temps real d’una molècula única (de 
l’anglès Single Molecule Real Time Sequencing) 
cDNA  DNA complementari 
mRNA RNA missatger 
CDS  Seqüencies codificants (de l’anglès Coding sequences) 
NTD  Malaltia tropical descuidada (de l’anglès Neglected 
Tropical Diseases) 
                                                                          Abreviatures i acrònims 
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SVMP Metaloproteases del verí de les serps (de l’anglès, 
Snake Venom Metalloproteases) 
SVSP Serines Proteases del verí de les serps (de l’anglès, 
Snake Venom Serine Proteases) 
LAAO L-aminoàcid oxidases 

